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ADN: Ácido desoxirribonucleico 
APC: Aloficocianina 
APCs: Células presentadoras de antígenos 
BBNSs: Betabloqueantes no selectivos 
BCR: Receptor de células B 
BDL: Ligadura y sección del conducto biliar 
C3: Componente 3 del sistema del complemento 
C4: Componente 4 del sistema del complemento 
C5b-9: Complejo de ataque a membrana del sistema del complemento 
CD: Cluster de diferenciación 
cfu: Unidades formadoras de colonias  
CO2: Dióxido de carbono 
CpG: Secuencias específicas de ADN que contienen dinucleótidos citosina-guanina no 
metilados 
DCs: Células dendríticas 
DMEM: Medio modificado de Eagle Dulbecco’s 
DS: Desviación estándar 
E.coli: Escherichia coli 
ELISA: Ensayo inmunoabsorbente conjugado a enzimas 
FCS: Suero fetal de carnero 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína 
GALT: Tejido linfoide asociado al intestino 
GLM: Ganglio linfático mesentérico 
HBSS: Solución salina equilibrada de Hank 




LA: Líquido ascítico 
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LB: Medio de cultivo Luria Bertani 
LB/amp: Medio de cultivo Luria Bertani suplementado con ampicilina 
LBP: Proteína de unión al lipopolisacárido 
LPS: Lipopolisacárido 
LTA: Ácido lipoteicoico 
MALT: Tejido linfoide asociado a las mucosas 
MC: Memoria central 
MCP-1: Proteína quimioatrayente de monocitos tipo 1 
MENT: Memoria efectora no terminada 
MET: Memoria efectora terminada 
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad 
NK: Natural killer 
NS: No significativo 
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos 
PBE: Peritonitis bacteriana espontánea 
PBI: Peritonitis bacteriana inducida 
PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica 
PBS: Tampón fosfato salino 
PE: Ficoeritrina 
PerCP: Proteína peridín clorofila 
PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato 
PMN: Polimorfonucleares 
PRR: Receptor de reconocimiento patrón 
rpm: Revoluciones por minuto  
SC: Sistema del complemento 
SBI: Sobrecrecimiento bacteriano intestinal 
SRE: Sistema retículo endotelial 
SSE: Suero salino estéril 
sTNFR: Receptor soluble del factor de necrosis tumoral 
Abreviaturas 
- 17 - 
TB: Traslocación bacteriana 
Tc: Células T citotóxicas (CD8+) 
TCR: Receptor específico de células T 
TGFβ: Factor de crecimiento transformante beta 
Th: Células T cooperadoras (CD4+) 
TLR: Receptores de tipo Toll 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
Treg: Células T reguladoras 
VHB: Virus de la hepatitis B 
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Background: Bacterial infections are important causes of liver damage 
progression, development of complications and morbidity and mortality in cirrhosis. Its 
frequency is related to the immune system dysfunction, the alterations in the intestinal 
barrier function and the liver failure. Several studies indicate a higher prevalence of 
bacterial infections in cirrhosis caused mainly by an immune dysfunction.  
The aim of this study was to investigate whether there is in fact a malfunction of 
the immune system in rats with bile duct ligation (BDL)-induced cirrhosis that facilitates 
the development of bacterial infections. 
Material and methods: We studied bacterial translocation (BT) and 
dissemination, and the phenotype and activation status of the immune systems cells at 
the systemic circulation and the peritoneal cavity, in rats with BDL-induced cirrhosis 
(n=11), BDL-induced cirrhosis and induced bacterial peritonitis (IBP) (n=9), sham-
operated rats (n=17) and sham-operated with IBP rats (n=12). Six weeks after inducing 
cirrhosis by BDL, bacterial peritonitis was induced to rats by intraperitoneal injection of 
E.coli-ampicilin+. Two hours later, rats were sacrificed and we examined BT, 
dissemination and phenotype and activation status of immune cell subpopulations. 
Results: Experimental cirrhosis is associated with an increased BT rate and 
higher bacterial dissemination, before and after inducing bacterial peritonitis, when 
comparing with sham-operated rats. Cirrhotic rats show a systemic proinflammatory 
state with increased serum levels of TNFα and IFNγ. Ascitic fluid of cirrhotic rats show 
increased numbers of activated T and B lymphocytes, but a significant retraction of 
monocytes. TNFα and IFNγ levels in the ascitic fluid of cirrhotic rats are also increased 
when comparing to those in the peritoneal cavity of controls. IBP causes the systemic 
retraction of all the immune system populations, but increased serum levels of pro-
inflammatory cytokines. Higher levels of TNFα secreted by Th lymphocytes, but not by 
monocytes, are detected in the ascitic fluid of cirrhotic rats after IBP.  
Conclusion: In experimental cirrhosis, TB and dissemination of bacteria, both 
before and after induced bacterial peritonitis, are increased when comparing with 
sham-operated rats. This is due to the persistent bacterial stimulus, provoking 
activation of the immune cells, with an increased production of proinflammatory 
cytokines, and finally peritoneal and systemic inflammation, which, however is related 
to a dysfunction in the subpopulation of monocytes. This translates into an altered 
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1. CIRROSIS HEPÁTICA: DEFINICIÓN Y COMPLICACIONES 
1.1 Definición y estadios de la cirrosis 
La cirrosis hepática es el estadio final de todas las enfermedades hepáticas 
crónicas progresivas. Es una alteración histopatológica difusa del hígado caracterizada 
por pérdida del parénquima hepático, formación de septos fibrosos y nódulos de 
regeneración estructuralmente anormales, dando lugar a una distorsión de la 
arquitectura hepática normal y a una alteración de la anatomía, de la vascularización 
hepática y de la microcirculación (Anthony et al., 1978). No obstante, la cirrosis es una 
entidad clínica definida por un espectro de manifestaciones clínicas características 
(Kasper et al., 2004; Ginés et al., 2009). 
El proceso pasa por diferentes etapas histológicas que se han clasificado de 
diferentes maneras, pero la clasificación más empleada en la actualidad es la 
METAVIR, que clasifica la fibrosis en 4 etapas, que van desde la F0, que representa la 
falta de fibrosis; F1, fibrosis portal; F2, fibrosis periportal; F3 con puentes de fibrosis; 
hasta la F4, con nódulos de regeneración. En este contexto, una vez que se alcanza la 
última etapa, la cirrosis queda establecida y el proceso se considera finalizado desde 
el punto de vista patológico (Bataller et al., 2005; García-Tsao et al., 2010). 
Desde el punto de vista clínico, la cirrosis se distingue entre compensada y 
descompensada, dos etapas con diferentes características, pronóstico y esperanza de 
vida (D’Amico et al., 2006). La cirrosis compensada es una fase asintomática, de 
duración variable en la que los pacientes pueden llegar a tener hipertensión portal y 
varices gastroesofágicas (Benvegnù et al 2004; D’Amico et al., 2006). A medida que la 
enfermedad progresa con el desarrollo de mayor hipertensión portal y mayor deterioro 
de la función hepática aparecen las complicaciones de la cirrosis descompensada 
como ascitis, hemorragia por varices, encefalopatía hepática o ictericia (D’Amico et al., 
2006). La ascitis es la complicación que marca el inicio de la fase de cirrosis 
descompensada en la mayoría de los casos; por lo tanto, se considera el signo clave 
de esta etapa de la cirrosis (D’Amico et al., 2006; Runyon et al., 2009).  
A medida que la lesión progresa, se distorsiona cada vez más la arquitectura 
hepática, se produce la disfunción hepatocitaria y el incremento en la resistencia al 
flujo sanguíneo, lo que provocan la insuficiencia metabólica hepática y la hipertensión 
portal, respectivamente (Popper et al., 1977; Rappaport et al., 1983; Bataller et al., 2005). 
Las complicaciones clínicas derivadas de la hipertensión portal (ascitis, hemorragia por 
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varices, encefalopatía hepática) o la insuficiencia hepática (ictericia) son las que 
definen la cirrosis descompensada y predicen habitualmente una importante 
disminución de la supervivencia, y un mal pronóstico a corto plazo (García-Tsao et al., 
2010).  
1.2 Complicaciones de la cirrosis 
1.2.1 Insuficiencia hepática 
La insuficiencia hepática se produce como consecuencia de la necrosis de las 
células hepáticas y se define como la incapacidad del hígado para llevar a cabo su 
función sintética y metabólica (Terés et al., 2009). 
Fisiopatológicamente se caracteriza por alteraciones en el almacenamiento de 
glucógeno que producen hipoglucemia, alteraciones en el metabolismo de las grasas 
como hipocolesterolemia, acidosis metabólica,  trastornos en la síntesis de factores de 
coagulación que aumentan la tendencia al sangrado, hipoalbuminemia que conlleva 
alteraciones en la presión osmótica, alteraciones en la capacidad para sintetizar y 
secretar la bilis que provocan ictericia y alteraciones de la función fagocítica de las 
células de Kupffer que derivan en complicaciones infecciosas generalmente por 
bacterias Gram-negativas de origen intestinal. Por último, al fallar la función 
detoxificadora hepática, también se producen alteraciones en la función cerebral 
(encefalopatía hepática) (Terés et al., 2009). 
1.2.2 Hipertensión portal 
La hipertensión portal es la primera y más importante consecuencia de la 
cirrosis y está detrás de la mayoría de las complicaciones clínicas de la enfermedad. 
Se define como el incremento de la presión hidrostática en el interior del sistema 
venoso portal. Este incremento determina que el gradiente de presión entre la vena 
porta y la vena cava se eleve por encima del rango normal. El aumento sostenido de la 
presión portal ocasiona el desarrollo de circulación colateral, que deriva una parte del 
flujo sanguíneo portal a la circulación sistémica, sin pasar por el hígado (cortocircuito o 
shunt portosistémico), y que incluye las varices esofágicas (Bosch, 2009).  
La trascendencia de este síndrome, muy frecuente en el curso de las 
enfermedades crónicas del hígado, está determinada por sus graves consecuencias, 
pero las manifestaciones clínicas dependen, en parte, del nivel del territorio portal en el 
que se localice la lesión y van desde la aparición de varices esofágicas, 
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esplenomegalia y/o hiperesplenismo y ascitis [con o sin peritonitis bacteriana 
espontánea (PBE)], hasta la pérdida de la función neurológica por encefalopatía 
hepática (Bosch, 2009). 
Cuando existe hipertensión portal, una proporción sustancial del flujo portal no 
llega al hígado, puesto que es derivado a la circulación sistémica a través de una 
extensa red de colaterales. El aumento de la presión portal promueve la formación de 
esta circulación colateral portosistémica, y aparece un importante incremento del flujo 
sanguíneo, que contribuye a agravar la hipertensión portal impidiendo que la presión 
de la vena porta disminuya a pesar de la formación de colaterales. La elevación del 
flujo sanguíneo portal se debe a una vasodilatación esplácnica, ocasionada por la 
activación de factores endógenos, como el óxido nítrico, prostaciclinas y glucagón 
entre otros. Así mismo, la excesiva producción de vasodilatadores determina una 
reducción de la sensibilidad vascular a vasoconstrictores endógenos, lo que explica 
que con frecuencia exista una marcada vasodilatación a pesar de la activación de los 
sistemas vasoconstrictores (Bosch, 2009). 
El factor inicial que provoca la aparición de hipertensión portal en cirrosis es un 
aumento de la resistencia vascular. Pero esta no es una consecuencia fija e 
irreversible, sino que tiene un componente dinámico, susceptible de ser modificado por 
sustancias endógenas y fármacos vasoactivos. Un aumento del tono adrenérgico y 
una producción insuficiente de óxido nítrico en la microcirculación hepática pueden 
aumentar considerablemente la resistencia vascular hepática en la cirrosis. La 
resistencia vascular porto-colateral también es sensible a estímulos vasoactivos. Este 
concepto constituye la base para el uso de vasodilatadores en el tratamiento de la 
hipertensión portal (Bosch, 2009). 
1.2.3 Peritonitis bacteriana espontánea e infecciones 
bacterianas 
Las infecciones más frecuentes en los pacientes cirróticos son la PBE, la 
bacteriemia y las infecciones del tracto urinario, de las cuales el 80% están causadas 
por bacilos Gram-negativos, principalmente Escherichia coli (E. coli). Este hecho 
sugiere que la mayoría de las infecciones en la cirrosis son de origen entérico (Albillos 
et al., 1990; Albillos et al., 2001; Bellot et al., 2008). La hipótesis más aceptada para 
explicar la patogenia de la mayoría de las infecciones bacterianas en los pacientes 
cirróticos, especialmente la bacteriemia y la PBE, es el paso de bacterias viables 
desde la luz intestinal hacia los ganglios linfáticos mesentéricos (GLM) y de allí hacia 
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la circulación sanguínea y hacia otros órganos extraintestinales. Este fenómeno así 
descrito se define como traslocación bacteriana (TB) (Berg et al., 1979). Por tanto, el 
criterio actual de TB exige la presencia de bacterias viables en los GLM, comprobada 
por la positividad de cultivos de los GLM. Se estima que la TB se presenta en un 25-
30% de los pacientes cirróticos con mala función hepatocelular según los estudios 
clínicos y hasta en un 50-60% de las ratas cirróticas con ascitis (García-Tsao et al., 
1995). La TB, además de ser un fenómeno clave en la patogenia de muchas de las 
infecciones en pacientes cirróticos, desempeña un papel en las alteraciones 
hemodinámicas e inmunológicas de la cirrosis mediada no sólo por el paso de 
bacterias viables a la circulación sistémica, sino también por sus componentes (la 
endotoxina y el ácido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano han sido los más 
estudiados) (Bellot et al., 2008). Los mecanismos que influyen en la patogenia de la TB 
son fundamentalemente tres: el sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI), un 
aumento en la permeabilidad intestinal y las alteraciones inmunológicas locales y 
sistémicas (Bellot et al., 2008). 
El SBI se trata de un incremento de la flora bacterinana intestinal que se debe 
principalmente a un enlentecimiento de la velocidad de tránsito intesinal aunque 
también parecen intervenir otros factores, como la acidez gástrica, los defectos en la 
actividad inmune local de la mucosa intestinal y una disminución de las secreciones 
pancreatobiliares. A su vez, el enlentecimiento de la velocidad de tránsito intestinal en 
la cirrosis se debe, entre otros factores a un aumento de la actividad adrenérgica, de la 
síntesis de óxido nítrico y del estrés oxidativo de la pared intestinal (Pérez-Páramo et 
al., 2000; Chang et al., 1998; Pardo et al., 2000). 
La barrera intestinal es una estructura física y funcional que tiene como objetivo 
la separación del medio externo – representado por el contenido luminal intestinal- y el 
medio interno. Está formada principalmente por un componente mucinoso secretado 
por las células epiteliales intestinales y por el epitelio intestinal que forma una capa 
con uniones intercelulares, o tigh junctions, lo que permite el paso selectivo de 
sustancias. En la cirrosis se producen alteraciones estructurales y funcionales en la 
mucosa intestinal que podrían aumentar la permeabilidad del intestino a bacterias y 
sus productos. El daño oxidativo de la mucosa intestinal (Ramachandran et al., 2002), 
así como la endotoxemia, los valores elevados de óxido nítrico y las citoquinas 
inflamatorias probablemente ejercen un papel en el aumento de la permeabilidad 
intestinal (Dickinson et al., 1999).    
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Inmunológicamente hablando, el intestino es un componente que contiene 
prácticamente todas las células implicadas en la respuesta establecida. El tejido 
linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido inmune más grande del organismo, 
contiene cuatro compartimentos linfoides: placas de Peyer, linfocitos de lámina propia, 
linfocitos intraepiteliales y GLM, que intervienen en la respuestas adaptativa e innata. 
La cirrosis se asocia con descenso de la capacidad bactericida de macrófagos (García 
González et al., 1993) y neutrófilos (Rajkovic et al., 1986), disminución de la capacidad 
bactericida humoral de suero y líquido ascítico (LA) (lo que predispone al desarrollo de 
episodios de PBE) (Such J et al., 1988; Runyon BA. 1988) y disminución de la capacidad 
funcional  del sistema retículo endotelial (SRE) representado por las células de 
Kupffer, probablemente impedidas de hacer su función por la existencia de shunts 
portosistémicos, lo que favorece el desarrollo de bacteriemias espontáneas y 
episodios de PBE (Rimola et al., 1984). 
La PBE es una de las complicaciones más severas de la cirrosis y posee una 
alta tasa de mortalidad. Aproximadamente el 10-30% de los pacientes con cirrosis la 
sufren y generalmente afecta a pacientes en un estadio avanzado de la enfermedad 
(Kiyici et al., 2006). Se define como infección del LA en ausencia de un foco 
inflamatorio intraabdominal (Rimola et al., 2000; García Tsao et al., 2005) y sus factores 
de riesgo incluyen una pobre función hepática, la aparición de sangrado 
gastrointestinal, un bajo contenido proteico en el LA, elevados niveles de bilirrubina y 
trombocitopenia (García-Tsao et al., 2004a). La hipótesis más aceptada en la actualidad 
para explicar la patogenia de la PBE es la colonización del LA por gérmenes de origen 
intestinal, a partir de un episodio de bacteriemia (Rimola et al., 1999) (Figura 1). Desde 
la luz intestinal, las bacterias cruzan la barrera epitelial mucosa e infectan los GLM, 
proceso conocido como TB y anteriormente descrito, y desde allí alcanzan la 
circulación sanguínea a través de la vía linfática (González et al., 2007). Los 
mecanismos por los cuales las bacterias intestinales alcanzan la circulación sanguínea 
y la linfa son aún desconocidos. Debido al intercambio constante de fluido entre la 
sangre y el LA, las bacterias pueden pasar a la ascitis. Una vez que las bacterias han 
alcanzado el LA, el desarrollo de la PBE depende en gran medida de la capacidad 
antimicrobiana del líquido (García-Tsao, 1992).  La mayor complicación de la PBE es la 
insuficiencia renal, la cual es probablemente debida a una mayor disfunción 
circulatoria, causada por la propia infección y/o por los efectos deletéreos en la 
circulación renal de los productos bacterianos y citoquinas (García Tsao et al., 2004).  
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Figura 1. Esquema de la patogenia de la PBE (Uceda et al., 2005). 
2. HETEROGENEIDAD DEL SISTEMA INMUNE 
El sistema inmune constituye una compleja red estructural y funcional de 
múltiples células y moléculas cuya característica biológica esencial es la capacidad de 
reconocimiento específico por medio de interacciones entre sus componentes con los 
restantes componentes del organismo y con los posibles elementos extraños 
(antígenos) que puedan penetrar en el cuerpo humano (Janeway, 2004). Este 
reconocimiento desencadena respuestas frente a aquellas células o partículas 
portadoras del antígeno inductor. La capacidad de reconocimiento antígeno específico 
y de desarrollo de una respuesta efectora concede al sistema inmune una importante 
función defensiva frente a la agresión por componentes extraños no propios, como los 
gérmenes, o la transformación neoplásica de células propias. Pero a pesar de que la 
respuesta inmune sea esencial para el mantenimiento de la homeostasis tisular, en 
ocasiones puede contribuir a aumentar el daño en los tejidos (Henson, 2005). 
El sistema inmune está formado por órganos linfoides primarios y secundarios 
en los cuales se generan, seleccionan y adquieren su función las células implicadas en 
la respuesta inmune. Los órganos linfoides primarios o hematopoyéticos, médula ósea 
y timo, tienen como función principal la generación de componentes celulares del 
sistema inmune. Los órganos linfoides secundarios, ganglios linfáticos y bazo, forman 
una extensa red por todo el organismo a través de la cual recirculan las células 
maduras del sistema inmune, entran en contacto con los posibles antígenos y sufren 
los procesos de selección, activación y proliferación necesarios para establecer la 
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respuesta inmune. Existen otros órganos secundarios formados por agrupaciones de 
células asociadas a mucosas (MALT), principalmente la piel, y a tubo digestivo 
(GALT), que engloba las amígdalas, las placas de Peyer y el apéndice, son zonas en 
contacto directo con el exterior y por lo tanto constituyen la primera línea de defensa 
contra componentes extraños (Delves et al., 2000 a y b; Janeway, 2004). 
Dependiendo del antígeno y de los mecanismos empleados por el sistema 
inmune en su reconocimiento, se pueden generar dos tipos de respuestas diferentes 
pero íntimamente relacionadas, la respuesta inmunológica innata, primera línea de 
defensa capaz de reconocer patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), y 
la respuesta inmunológica adquirida, que se caracteriza por el reconocimiento de 
moléculas extrañas a través de receptores presentes en células T y células B, 
amplificando y reclutando mecanismos efectores de la respuesta innata que le permite 
el control y eliminación del microorganismo. Estos dos brazos biológicos están 
estrechamente relacionados y se sinergizan optimizando los mecanismos de defensa 
inmunológicos (Chaplin et al., 2006). 
2.1  Componentes celulares del sistema inmune 
Los componentes celulares del sistema inmune son los linfocitos, agrupados en 
linfocitos T, linfocitos B y natural killer (NK), y las células mieloides, que constituyen un 
grupo heterogéneo de células entre las cuales se incluyen los monocitos/macrófagos y 
las células dendríticas (DCs). 
Los linfocitos son células efectoras, que contribuyen con la respuesta 
inmunológica adquirida, pero que necesitan de la colaboración de células 
presentadoras de antígeno (APCs) para su activación y regulación. Estas APCs, que 
contribuyen con la respuesta inmunológica innata, entran en contacto con el antígeno, 
lo procesan y lo presentan a los linfocitos cuando recirculan por los órganos linfoides 
secundarios (MacKay et al., 1992; Delves et al., 2000 a y b; Parkin et al., 2001; Janeway, 
2004). 
Los linfocitos T, cuya identidad viene definida por la expresión clonal en su 
membrana citoplasmática de receptores específicos de células T (TCR), se 
caracterizan por reconocer antígenos asociados a moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC o HLA) expresadas por las APCs. Tras el reconocimiento 
antigénico se produce la activación de los linfocitos T y su transformación en células 
efectoras cuya función estará determinada por el microambiente inmunológico. Se 
dividen en dos clases principales, los linfocitos T citotóxicos (Tc) que matan células 
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infectadas por virus, y los linfocitos T cooperadores (Th), que activan a otros tipos 
celulares como las células B y los macrófagos. A su vez, dentro de los linfocitos Th 
existe una polarización hacia Th1, Th2, Th17 o T reguladoras (Treg) (Zhu et al., 2008) 
(Figura 2), caracterizada por un patrón de expresión de citoquinas específico. Así, en 
la respuesta tipo Th1 las células Th producen Interferón gamma (IFNγ) e interleuquina 
2 (IL-2), en la respuesta Th2 producen IL-4 e IL-5 (Delves et al., 2000 a y b; Kidd, 2003; 
Janeway, 2004), en la respuesta Th17 producen factor de crecimiento transformante 
beta (TGFβ), IL-6, IL-21 e IL-23 y cuando funcionan como Treg secretan TGFβ e IL-2 
(Díaz et al., 2013). 
 
Figura 2. Distinta polarización de las células Th: funciones, productos, factores de 
transcripción y citoquinas (Zhu et al., 2008). 
Los linfocitos B se caracterizan por la expresión en su membrana del receptor 
de células B (BCR) cuyo componente principal son las inmunoglobulinas (Igs) que 
funcionan como receptores de antígenos. El reconocimiento del antígeno por la Ig 
desencadena la activación y diferenciación de las células B en células plasmáticas que 
secretan anticuerpos. Además de su función efectora, los linfocitos B también son 
APCs capaces de activar a los linfocitos T y capacitarlos para desarrollar sus 
funciones de reconocimiento y eliminación de antígenos (Janeway, 2004). 
Las células NK carecen de receptores específicos de antígeno y forman parte 
del sistema inmune innato. Engloban una población heterogénea de linfocitos con 
actividad citotóxica capaz de detectar y lisar células tumorales o infectadas por virus 
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independientemente del reconocimiento antigénico (Ortaldo et al., 1984; Janeway, 
2004). 
Las células NK-T son una pequeña población de linfocitos T que se origina en 
el timo y que poseen TCRs que reconocen lípidos.  Son capaces de producir con 
rapidez citoquinas como la IL-4 y el IFNγ después de su activación y pueden ayudar a 
los linfocitos B a producir anticuerpos contra antígenos lipídicos. Además, son capaces 
de mediar respuestas inmunitarias innatas contra algunos microorganismos patógenos 
o incluso regular respuestas inmunitarias adaptativas secretando, sobre todo, 
citoquinas (Bendelac et al., 2007). 
Los monocitos/macrófagos son las principales células del sistema inmune 
innato implicadas en la inflamación y la respuesta ante los patógenos (Auffray et al., 
2009). Poseen una capacidad fagocítica de amplio espectro, se distribuyen por todo el 
cuerpo y su morfología varía dependiendo del tipo de tejido al que se asocian (Beutler, 
2004). Los monocitos circulantes en la sangre periférica son una población 
heterogénea de células capaces de extravasarse a los tejidos dando lugar a células 
especializadas (monocitos residentes) o de migrar a tejidos inflamados (monocitos 
inflamatorios) y diferenciarse en macrófagos (Steiniger et al., 2001; Yrlid et al., 2006; 
Geissmann et al., 2003). Poseen receptores tipo “toll” (TLR), componentes que 
reconocen PAMPs. Existen 10 tipos diferentes de TLRs cuya activación desencadena 
una respuesta efectora dentro de la inmunidad innata. Así el TLR4 reconoce el lipido A 
del lipopolisacarido (LPS) de membrana de las bacterias Gram-negativas, el TLR2 
reconoce el ácido lipoteicoico (LTA) y el TLR9 reconoce secuencias específicas de 
ADN no metilado (motivos CpG) (Sweet et al., 1998; Chow et al., 1999; Medzhitov et al., 
2000; Hemmi et al., 2000; Wagner et al., 2002). En la respuesta inmune adquirida 
(también llamada adaptativa o específica), los monocitos/macrófagos son APCs 
profesionales con efectividad media en la presentación de antígenos a los linfocitos T. 
Además, actúan como células efectoras que secretan una amplia variedad de 
citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), y la interleuquina 1 beta (IL-
1β). También secretan quimioquinas tras la activación recíproca con los linfocitos T 
reclutando y activando nuevos linfocitos y otras células del sistema inmune para 
generar un proceso de amplificación muy importante en la respuesta inmune 
específica (Janeway, 2004). 
Las DCs son las APCs más especializadas, captan antígenos y los procesan 
para presentarlos a los linfocitos T induciendo su activación y proliferación. Su 
recirculación está regulada por citoquinas y quimioquinas expresadas por células 
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endoteliales linfáticas y linfocitos T (Caux et al., 2000). Durante este proceso, las DCs 
expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC-II), 
receptores implicados en la activación de los linfocitos y quimiorreceptores que 
posibilitan su recirculación al ganglio linfático una vez que han captado el antígeno. La 
expresión de TLRs por las DCs en tejido se encuentra muy relacionada con la 
inmunidad innata frente a los patógenos y, dependiendo del TLR señalizado, las DCs 
producirán un determinado patrón de quimioquinas que, a su vez, inducirá el 
reclutamiento de poblaciones concretas de linfocitos activados, células NK o 
neutrófilos (Sallusto et al., 2000a). 
En la superficie de todas estas células se expresan moléculas de diferente 
estructura y función que pueden ser empleadas para su caracterización fenotípica por 
medio de marcajes con anticuerpos monoclonales. Estos antígenos de superficie son 
moléculas que pueden tener una amplia distribución y ser expresadas en otras 
estirpes celulares, o bien, limitadas a los linfocitos T o incluso a determinadas 
subpoblaciones linfocitarias. A cada conjunto de anticuerpos que reconocen una 
proteína o “marcador” y que identifican, un subconjunto particular, una determinada 
función o un estadio de diferenciación, se le aplica una designación “CD” (Cluster of 
Differentiation), a la que se llega por consenso en las conferencias internacionales 
realizadas al efecto. 
2.2  Componentes moleculares del sistema inmune 
La comunicación entre los diferentes componentes del sistema inmune se 
establece mediante contactos intercelulares y moléculas solubles secretadas tanto por 
las células efectoras como por las APCs. Este componente molecular lo forman las 
citoquinas, las quimioquinas y el SC (Nössal, 1987).  
Las citoquinas son mediadores solubles inespecíficos de antígeno que son 
liberados principalmente por los leucocitos y que constituyen una vía esencial de 
interacción entre el sistema inmune y el resto del organismo. Participan virtualmente 
en todas las facetas de la inmunidad, incluyendo presentación antigénica, 
reclutamiento, diferenciación, activación e inducción de la expresión de moléculas de 
adhesión celular. Durante la respuesta inmune innata, la activación celular en la 
superficie de mucosas y epitelios en respuesta a un antígeno, involucra la producción 
de citoquinas, lo que permite la activación y amplificación de la respuesta 
inmunológica de las células fagocíticas como las APCs, las cuales generan nuevas 
citoquinas efectivas en favorecer la infiltración celular y el daño en los tejidos 
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característicos de la inflamación como el TNFα e IL-6 (Parkin et al., 2001; Janeway, 
2004).  
Dentro de los linfocitos T, los principales productores de citoquinas son los 
linfocitos Th, que se clasifican en función de las citoquinas secretadas. En los 
procesos patológicos, la IL-12 (producida fundamentalmente por las APCs) y el IFNγ, 
son imprescindibles en la polarización hacia Th1 y la activación de los macrófagos 
durante la respuesta inmune frente a patógenos intracelulares (virus y bacterias 
intracelulares). Así mismo, la señalización mediada por contacto entre linfocitos T 
estimulados y monocitos durante la presentación antigénica induce la producción de 
citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNFα. Estos mecanismos proinflamatorios 
tienen gran relevancia en la patogénesis de desórdenes inflamatorios crónicos. Uno de 
los mecanismos más importantes es la inducción de citoquinas proinflamatorias como 
consecuencia de la interacción célula a célula entre linfocitos T estimulados y 
monocitos/macrófagos (Delves et al., 2000 a y b; Kidd, 2003; Janeway, 2004). 
El IFNγ es esencial para la activación de la capacidad bactericida de los 
macrófagos, estimula la producción de IL-1 y TNFα e induce la expresión de moléculas 
MHC-I y MHC-II. Tiene un importante papel en la regulación de los procesos 
inflamatorios y más ampliamente en la respuesta inmune. Regula la extravasación 
leucocitaria induciendo la expresión de moléculas de adhesión y quimioquinas en 
leucocitos y células endoteliales, y estimula la producción de óxido nítrico por los 
macrófagos (Parkin et al., 2001; Janeway, 2004). 
El TNFα por su parte, es esencial en los procesos inflamatorios, induce 
cambios proinflamatorios en células endoteliales, incluyendo producción de otras 
citoquinas, expresión de moléculas de adhesión, liberación de sustancias 
procoagulantes e inducción de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (Eigler et al., 
1997). El más potente inductor en la producción de esta citoquina es el LPS, a través 
de la activación de TLR4 en los macrófagos (Chow et al., 1999). 
Las quimioquinas constituyen una amplia familia de moléculas con capacidad 
quimiotáctica implicadas en el tráfico linfocitario y en el reclutamiento de linfocitos a los 
focos inflamatorios e infecciosos. La migración de una célula a su lugar de destino 
requiere la expresión secuencial de varios quimiorreceptores en respuesta a diferentes 
gradientes de quimioquinas. Durante la respuesta inmune, tanto las APCs (monocitos, 
DCs y células B) como los linfocitos T expresan un patrón secuencial de 
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quimiorreceptores que dirigen su extravasación a los órganos linfoides, controlando su 
maduración y posterior activación (Sallusto et al., 2000b; Parkin et al., 2001) 
El sistema del complemento (SC) está constituído por más de 30 proteínas 
plasmáticas, muchas de ellas proteasas, que interaccionan con los anticuerpos unidos 
a antígenos y reaccionan en cascada, y por receptores de superficie, que colaboran en 
la eliminación de los agentes patógenos. Algunos componentes del SC tienen 
actividad quimiotáctica y provocan una respuesta inflamatoria local que favorece el 
reclutamiento y recirculación de APCs, contribuyendo así al inicio de la respuesta 
inmune adaptativa. Los componentes finales de la cascada del SC se caracterizan por 
formar poros en la membrana del agente patógeno y provocar su lisis directa (Parkin et 
al., 2001; Janeway, 2004). 
2.3  Funcionamiento del sistema inmune. Integración de la 
inmunidad innata y adquirida 
Como ya hemos dicho anteriormente, el funcionamiento del sistema inmune se 
basa en dos sistemas de reconocimiento diferentes y estrechamente relacionados que 
son responsables de la eliminación de las sustancias derivadas de los patógenos y 
sustancias no patógenas. Se trata de la inmunidad innata y la inmunidad adquirida. 
Tras la activación de las células del sistema inmune innato se producen y liberan 
mediadores inflamatorios y se incrementa la expresión de moléculas coestimuladoras 
y de adhesión que mediarán en la activación del sistema inmune adquirido (Figura 3) 
(Ciraci et al., 2012). El funcionamiento del sistema inmune, en su conjunto, resulta en la 
inflamación, local y/o sistémica, que en última instancia tiene como objetivo restaurar 
la homeostasis. Así, mientras que ambos tipos de respuesta son fundamentalmente 
diferentes en sus mecanismos de acción, la sinergia entre ellos es esencial para una 
respuesta inmune plenamente eficaz (Chaplin, 2010). 
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Figura 3. Estimulación de la inmunidad adaptativa por la respuesta inmunitaria innata 
(Abbas 6ª edición). 
3. EL HÍGADO COMO ÓRGANO INMUNE 
La organización estructural del hígado tiene profundas implicaciones para su 
función inmune. La función fisiológica del hígado, ya sea la síntesis de proteínas, el 
metabolismo o la eliminación de patógenos y de antígenos de la sangre, requiere una 
respuesta inmune que se adapte a estas tareas y se regule a nivel local. Por ello el 
hígado tiene importantes funciones en la respuesta inmune innata y adquirida. La 
contribución hepática a la respuesta innata del sistema inmune incluye la producción 
de proteínas de fase aguda o la eliminación de patógenos y/o antígenos de la sangre. 
La participación hepática en la respuesta inmune adquirida incluye la eliminación de 
las células T activadas por apoptosis o la inducción de tolerancia frente a antígenos, 
ya sean propios o de la dieta. Por tanto, mientras que los microorganismos patógenos 
y los antígenos de la circulación sistémica que entran en el hígado con la sangre 
arterial deben ser eliminados de manera eficiente, el gran número de antígenos 
derivados del tracto gastrointestinal que entran en el hígado con la sangre venosa, 
deben ser tolerizados. Pero los mecanismos que determinan el balance entre 
tolerancia e inmunidad todavía no están claros (Knolle et al., 2000; Bowen et al., 2004).  
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Un hígado sano contiene un importante número de células fagocíticas, de 
APCs y de linfocitos, además de ser un sitio donde se producen citoquinas, 
componentes del complemento y proteínas de fase aguda (Doherty et al., 2000). Las 
proteínas de fase aguda son proteínas producidas por el hígado en respuesta a una 
estimulación por citoquinas. La circulación sistémica de estas proteínas es la 
responsable de muchos de los efectos sistémicos de la respuesta inflamatoria. 
Brevemente, un daño local extrahepático promueve la liberación por parte de los 
macrófagos locales de una primera oleada de citoquinas como IL-1, TNFα e IL-6. El 
efecto de estas citoquinas sobre las células adyacentes provoca la liberación, por 
parte de estas células, de una segunda oleada de IL-6, que provoca la producción 
masiva de proteínas de fase aguda por parte de los hepatocitos (Parker et al., 2005). 
Las células de Kupffer, situadas sobre todo en sitios donde la sangre entra en 
el hígado, es decir, en la zona periportal, limpian la sangre de antígenos, 
microorganismos patógenos o endotoxina, por fagocitosis, y secretan como respuesta 
varias citoquinas, incluyendo TNFα, IL-10 y grandes cantidades de IL-6 (Knolle et al., 
1995).  Como resultado de este proceso eficiente, el hígado raramente se infecta con 
bacterias y contribuye a la eliminación de infecciones bacterianas sistémicas. Los 
mecanismos de eliminación de patógenos son rápidos y se complementan entre sí, 
requisito previo importante para luchar contra los patógenos y evitar la infección 
(Knolle et al., 2000; Kita et al., 2001). 
Pero hay muchos patógenos que se replican dentro de los hepatocitos y una 
vez que han infectado a estos no pueden ser controlados por las células de Kupffer, 
las células NK o los leucocitos circulantes. Por lo tanto, al infectar los hepatocitos, los 
patógenos son protegidos de la respuesta inmune. En esta situación, las células 
endoteliales del sinusoide hepático y demás APCs deberán captar los antígenos 
liberados por el hepatocito dañado y presentarlos a las células T. Sólo cuando las 
células T se activen tendrá lugar una respuesta inmunitaria específica contra los 
hepatocitos con infiltración de células T y el desarrollo de una hepatitis (Knolle et al., 
2000).  
Investigaciones recientes en ratones parecen demostrar que el sitio donde se 
produce la activación de las células T es determinante para el balance entre inmunidad 
y tolerancia intrahepática. Así, las células T CD8 novatas que se activen en los 
ganglios linfáticos desarrollarán una respuesta citotóxica eficiente, mientras que 
aquellas células que se activen dentro del hígado presentarán una respuesta citotóxica 
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incapaz de mediar el daño celular, con lo que se eliminarán por apoptosis dentro del 
propio hígado (Bowen et al., 2004). 
Una característica importante de los linfocitos T hepáticos es que la mayoría 
expresan marcadores de activación. Este estado crónicamente activado de muchos de 
los linfocitos T hepáticos podría apoyar la hipótesis de que estas células están 
continuamente actuando como centinelas, mediando el mantenimiento de la 
homeostasis inmune induciendo respuestas inmunogénicas y tolerogénicas. (Doherty 
et al., 2000; Bowen et al., 2004). 
A pesar de la respuesta inmune frente a patógenos, el hígado favorece la 
inducción de la tolerancia más que la inmunidad. La tolerancia se define como el 
estado normal esencial o la ausencia de respuesta inmune a los componentes nocivos 
del propio cuerpo (Kita et al., 2001). Los fenómenos de tolerización hepáticos se 
producen en varias situaciones y están mediados por distintos mecanismos, ya sea i) 
ignorar o prevenir el contacto entre el linfocito y el antígeno, por ejemplo, mediante la 
eliminación clonal por apoptosis de células T efectoras específicas, ii) la anergia y/o 
supresión mediante la deprivación de las señales coestimuladoras necesarias para 
que se induzca la respuesta inmune, y iii) la regulación de la función efectora de los 
linfocitos gracias a la capacidad que poseen los denominados linfocitos supresores de 
cortar o inhibir la inducción de la respuesta efectora (Knolle et al., 2000; Kita et al., 
2001). 
Respecto a los fenómenos de tolerización frente a antígenos de la dieta, el LPS 
parece ser uno de los factores más importantes. De hecho, estudios en ratones que no 
responden al LPS han demostrado que se pierde la tolerancia (Kiyono et al., 1982). El 
LPS parece ser un factor importante en el microambiente local de hígado e intestino 
dado que los antígenos derivados del tracto gastrointestinal están acompañados 
generalmente de LPS. Estudios recientes han demostrado cómo la estimulación 
repetida a células de Kupffer y células endoteliales del sinusoide con bajas dosis de 
LPS provocan un estado refractario caracterizado por la disminución de moléculas de 
adhesión, esenciales para los leucocitos, en la membrana de dichas células 
endoteliales, lo que contribuye al control hepático de la inflamación. No obstante, un 
incremento de la concentración de LPS rompe dicha tolerancia activando los 
mecanismos de respuesta al estimulo inflamatorio (Uhrig et al., 2005). 
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Por todo ello, las alteraciones en la estructura o la función hepática pueden dar 
lugar a alteraciones significativas, tanto en el sistema inmune innato como en el 
adaptativo (Parker et al., 2005). 
4. DISFUNCIÓN INMUNOLÓGICA ASOCIADA A LA CIRROSIS 
4.1 Estado de inmunodeficiencia 
La cirrosis hepática es un proceso dinámico en el que el sistema inmune se 
encuentra sometido a una estimulación anormal que pudiera favorecer su participación 
en la elevada predisposición a infecciones bacterianas, en las alteraciones 
hemodinámicas o en la respuesta inflamatoria del hígado y de otros órganos (López-
Talavera et al., 1997; Muñoz et al., 1999; Wiest et al., 1999; Albillos et al., 2003).  
La incrementada tasa de TB en pacientes cirróticos es mayoritariamente debida 
a un estado inmunocomprometido asociado (Tandon et al., 2008). La disfunción 
inmunológica asociada a la cirrosis es de carácter multifactorial (García-Tsao et al., 
2004b; Christou et al., 2007), y es principalmente debido a una disminución en la 
actividad bactericida de las células fagocíticas (Fierer et al., 1979; Hassner et al., 1981; 
Akalin et al., 1985; García González et al., 1993). Además, los niveles del complemento, 
críticos en la fagocitosis bacteriana, están disminuidos en la cirrosis (Finlayson et al., 
1972; Mellencamp et al., 1991; Homann et al., 1997), principalmente en la cirrosis con 
ascitis (Mellencamp et al., 1991) y en pacientes con insuficiencia hepática (Finlayson et 
al., 1972; Homann et al., 1997). 
4.1.1 Sistema retículo-endotelial  
El SRE participa en la eliminación de microorganismos circulantes de la sangre 
y constituye un factor de defensa importante contra las infecciones, especialmente las 
bacteriemias (Rimola et al., 1984). La mayor parte de la actividad del SRE está 
localizada en el hígado donde las células de Kupffer (macrófagos tisulares) son los 
componentes mayoritarios. Las células de Kupffer juegan un importante papel en la 
respuesta inmune innata de la enfermedad hepática ya que detectan productos 
bacterianos desde la circulación portal. Estas células activadas producen grandes 
cantidades de citoquinas proinflamatorias y radicales libres que agravan el daño 
hepático y contribuyen a la progresión de la fibrosis hepática (Jeong et al., 2008). En la 
cirrosis, la actividad del SRE se encuentra reducida lo que da lugar a la presencia de 
shunts extra- e intra-hepáticos y a una disminución en el número y función de las 
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células de Kupffer (Thalheimer et al., 2005; Tandon et al., 2008). Se ha demostrado que 
pacientes cirróticos con una actividad disminuida del SRE tienen una mayor frecuencia 
de desarrollo de bacteriemia espontánea y PBE que aquellos pacientes con una 
actividad del SRE normal (Rimola et al., 1984). El bypass al SRE a través de shunts 
portosistémicos no es únicamente un mecanismo importante que podría explicar la 
falta de aclaramiento bacteriano portal o sistémico en la cirrosis, sino que también 
explicaría el fracaso en la eliminación de otros productos bacterianos como la 
endotoxina y citoquinas (Tandon et al., 2008). 
4.1.2 Sistema del complemento 
El SC es fundamental en la defensa contra infecciones bacterianas y su 
participación puede involucrar tres mecanismos diferentes: i) la muerte celular directa 
por el complejo de ataque de membrana (C5b-9); ii) el reclutamiento de células 
fagocíticas hacia los sitios de infección por mediadores de la inflamación y iii) la 
generación de opsoninas que contribuyen al reconocimiento imnmune de 
microorganismos (Homann et al., 1997). Las concentraciones séricas de los 
componente 3 y 4 del SC (C3 y C4) se encuentran disminuidas en pacientes con 
cirrosis hepática descompensada, al igual que la actividad hemolítica del complemento 
por la vía alternativa (Homann et al., 1997). Esta disminución está relacionada con otros 
parámetros de la función hepática. La concentración disminuida de C3 se explica por 
una síntesis disminuida y un aumento del consumo de C3, lo que probablemente se 
relaciona con la circulación habitual de endotoxinas en la sangre de estos pacientes. 
Las bajas concentraciones de C3 en el suero de pacientes con cirrosis se han 
asociado significativamente con una mayor frecuencia de infecciones como la PBE 
(Homann et al., 1997) lo que podría explicarse por un déficit en la capacidad de 
opsonización. 
4.1.3  Receptores de reconocimiento patrón 
La inmunidad innata puede detectar la infección específicamente a través de 
receptores de reconocimiento patrón (PRRs) que pueden ser expresados en la 
superficie celular, en compartimentos intracelulares o secretados en la sangre y fluidos 
tisulares (Medzhitov et al., 1997a). Las funciones principales de los PRRs incluyen la 
opsonización, activación del complemento, fagocitosis, activación de caminos de 
señalización proinflamatorios e inducción de apoptosis (Janeway et al., 2002). Los 
PRRs reconocen estructuras específicas, denominadas patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMPs) y que son expresados por los patógenos invasores 
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(Janeway et al., 2002). Los hepatocitos son la mayor fuente de producción de PRRs 
(Gao et al., 2008). Existen cuatro clases principales de PRRs según su composición: 
colectinas, pentraxinas, transferasas lipídicas y proteínas de reconocimiento a 
peptidoglicano. Muchas de esas proteínas son sintetizadas principalmente en los 
hepatocitos y liberadas al torrente sanguíneo jugando así un importante papel en la 
inmunidad innata contra infecciones locales y sistémicas. El hígado, además, es una 
de las mayores fuentes de producción de otras muchas proteínas de fase aguda que 
tienen un papel clave en la defensa innata contra infecciones y en la reducción del 
daño tisular mediante la inactivación de proteasas liberadas por los patógenos y 
células muertas o dañadas (Gao et al., 2008).  
Los TLRs, una familia de PRRs de membrana no clonal, se consideran como el 
principal sistema de alarma del sistema inmune. Se localizan en la superficie y en el 
citoplasma de numerosos tipos celulares del sistema inmune innato (neutrófilos, 
monocitos/macrófagos, DCs y mastocitos), del sistema inmune adaptativo (células T y 
B), así como en otros tipos celulares dotados de cierta inmunocompetencia y 
proporcionan al sistema inmune una especificidad considerable para un amplio rango 
de patógenos lo que ofrece un sistema de respuesta inmediata frente a los patógenos 
(Medzhitov et al., 1997b). La familia de los TLR reconocen PAMPs y promueven la 
activación de los leucocitos. Los TLRs mayoritariamente estudiados en la cirrosis 
hepática son los TLR 2, 4 y 9, debido a que responden a productos bacterianos y se 
creen importantes en la patogénesis de la disfunción inmune asociada a la cirrosis 
(Leber et al., 2009). El TLR4 es el receptor de la endotoxina (lipopolisacárido 
mayoritario de la pared bacteriana de Gram-negativas), mientras que el TLR2 
reconoce peptidoglicanos (productos de bacterias Gram-positivas). El TLR9 es una 
molécula intracelular y es activada mediante ADN bacteriano (Broad et al., 2006). Los 
TLRs activados permiten el reclutamiento de los neutrófilos y conducen a la 
generación de especies reactivas de oxígeno, regulación de la fagocitosis, y secreción 
de citoquinas, quimioquinas y productos antimicrobianos (Leber et al., 2009). 
En la hepatitis alcohólica, hay una disfunción de los neutrófilos que está 
asociada con endotoxemia y un aumento en la incidencia de infección (Mookerjee et 
al., 2007). Estos pacientes también tienen sobreexpresión de TLR2, 4 y 9, 
probablemente debido a la presencia de endotoxina y otros productos bacterianos 
(Stadlbauer et al., 2009). La estimulación constante de células mononucleares de 
sangre periférica (PBMCs) con endotoxina conduce a un desarrollo de tolerancia frente 
a ella, lo cual está caracterizado por una reducida capacidad de producción de 
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citoquinas proinflamatorias (Granowitz et al., 1993). Sin embargo, en pacientes con 
cirrosis se ha encontrado una sobreexpresión de TLR2 pero no de TLR4 en PBMCs 
que se correlaciona con los niveles circulantes de TNFα y de receptor soluble de TNF 
(Riordan et al., 2003). Estos encuentros llevan a pensar que no solo la endotoxina si no 
también otros productos bacterianos pueden jugar un importante papel en la disfunción 
inmunológica asociada a la cirrosis. Estudios recientes demuestran que en el 34% de 
pacientes con cirrosis y ascitis no infectada, existen niveles detectables de ADN 
bacteriano que se correlacionan con el nivel de respuesta inflamatoria, lo que lleva a 
pensar que la presencia de productos bacterianos (endotoxina, ADN bacteriano y 
posiblemente otras sustancias) está relacionado con la respuesta inflamatoria en estos 
pacientes (Francés et al., 2008). 
4.1.4  Alteraciones celulares 
Diversas investigaciones tanto en humanos como en modelos animales han 
sido realizadas con objetivo de conocer el funcionamiento del sistema inmunológico en 
la cirrosis. Entre los componentes celulares se han descrito alteraciones en los 
linfocitos T, linfocitos B, células NK, monocitos y neutrófilos de la sangre circulante, así 
como variaciones en su producción de los componentes moleculares, lo que afecta a 
sus características fenotípicas y funcionales originales. 
A continuación, se resumen las principales alteraciones descritas en las células 
del compatimento de la sangre periférica en pacientes con cirrosis hepática. 
Linfocitos T  
En la cirrosis humana los linfocitos T de la sangre periférica se encuentran 
disminuídos tanto en cifras absolutas como en términos de porcentaje. Comparado 
con los estadíos de hepatitis aguda o crónica, e independientemente de la etiología, la 
cirrosis cursa con una reducción significativa del número absoluto de linfocitos T 
circulantes (Perrin et al., 1984; Vetter et al., 1987; Morita et al., 2005; McGovern et al., 
2007). 
Esta reducción afecta a los linfocitos T CD4+ y, especialmente, a los linfocitos T 
CD8+, lo que conlleva a un aumento del ratio CD4+:CD8+ (Perrin et al., 1984; Vetter et 
al., 1987; Luna-Casado et al., 1997; Albillos et al., 2004 b; Morita et al., 2005; McGovern et 
al., 2007; Li et al., 2010).  
Introducción 
- 40 - 
Junto a ello, se ha descrito una importante disminución de las células T novatas 
(Luna-Casado et al., 1997; Albillos et al., 2004 b), que alcanza su nivel máximo en los 
pacientes en la fase descompensada de la cirrosis y con signos de hiperactivación 
inmunitaria asociada a la TB (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b). Un hecho 
interesante es que esta reducción ya es evidente en los estadíos previos a la aparición 
de la cirrosis (Yonkers et al., 2011), lo que sugiere que la linfopenia de las células T 
novatas circulantes podría ser considerada como una característica inherente y 
proporcional a la gravedad de la enfermedad hepática. 
Las células T memoria también se encuentran disminuídas en la cirrosis, 
aunque, debido a la mayor disminución de las células T novatas, se produce un 
proporcional aumento de su frecuencia (Albillos et al., 2004b). Sin embargo, todavía no 
ha sido descrita de forma especifíca la distribución de las distintas subpoblaciones de 
linfocitos T memoria circulantes, las cuales pueden ser caracterizadas fenotípica y 
funcionalmente gracias a su expresión diferencial de marcadores específicos.  
Además, se ha descrito un aumento de los linfocitos T productores de 
citoquinas tipo 1 (Th1 y Tc1), el cual altera el equilibrio T tipo 1 / tipo 2 y contribuye a la 
patogénesis del daño hepático. Así, en la cirrosis se produce un aumento de los 
linfocitos T CD4+ y T CD8+ productores de IFNγ e IL-2 comparado con individuos 
controles sanos (Laso et al., 1999; Kawakami et al., 2000; Murata et al., 2002; Lemmers et 
al., 2009).  
Los linfocitos Treg también se encuentran aumentados en la sangre periférica 
de los pacientes con cirrosis, alcanzando sus mayores frecuencias cuando hay 
presencia de ascitis, elevada concentración de LBP en suero y en el desarrollo de 
hepatocarcinoma, independientemente de la etiología (Fu et al., 2007; Márquez et al., 
2009; Li et al., 2010). 
Funcionalmente, los linfocitos T circulantes en la cirrosis muestran una 
disminución de su capacidad de proliferación (Devière et al., 1988; Girón-González et al., 
1994; Morishima et al., 2012) y de la actividad citotóxica (Morita et al., 2005; Laso et al., 
2010) que, en el caso concreto de la etiología alcohólica, se incrementa si existe un 
consumo activo poniendo de manifiesto el efecto supresor del alcohol sobre los 
linfocitos T en la cirrosis. Junto a ello, la expresión de moléculas relacionadas con la 
activación celular aumenta en la superficie de los linfocitos T (Santos-Pérez et al., 1996; 
Luna-Casado et al., 1997; Laso et al., 2000; Márquez et al., 2009), mientras que la 
molécula coestimuladora CD28 disminuye (Manfras et al., 2004; Márquez et al., 2009; 
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Laso et al., 2010). Estos cambios se han asociado a un estado de hiperactivación 
inmune debido a estimulación crónica en la cirrosis, la cual se ha relacionado con la 
gravedad de la enfermedad y con la expansión oligoclonal de células T memoria con 
características de envejecimiento celular (Song et al., 2001; Manfras et al., 2004; 
Márquez et al., 2009; Hoare et al., 2010; O`Bryan et al., 2011). 
Además, los linfocitos T de sangre periférica parecen ser más susceptibles a la 
muerte celular por apoptosis, tanto de forma espontánea como tras inducción por 
diferentes estímulos, independientemente de la etiología (Toubi et al., 2001; Szuster-
Ciesielska et al., 2005; Marquez et al., 2009). Sin embargo, queda por esclarecer el 
papel de la apoptosis sobre las distintas poblaciones y subpoblaciones T CD4+ y T 
CD8+ circulantes en la cirrosis. 
 Linfocitos B  
Los linfocitos B presentan una reducción en su número y frecuencia en la 
sangre periférica de los pacientes con cirrosis, un hecho que es evidente en el caso de 
la cirrosis alcohólica (Cook et al., 1996; Laso et al., 1996; Massonnet et al., 2009) y, algo 
menos claro, en pacientes con cirrosis por el virus de la hepatitis C (VHC) (Doi et al., 
2012).  
Recientemente, se ha demostrado que en pacientes con cirrosis, se da una 
disminución del número y frecuencia de los linfocitos B memoria, un hecho que se 
correlaciona con la disfunción hepática y la hipertensión portal, y que se asocia a un 
posible aumento de su diferenciación a plasmablastos. Ademas, esta disminución de 
linfocitos B memoria se ha asociado específicamente a la reducción de la 
subpoblación CD27+ IgM+, la cual parece estar implicada en la respuesta de los 
linfocitos T independiente de antígenos (Doi et al., 2012).  
Además, los linfocitos B memoria en la cirrosis muestran una disminución de la 
respuesta celular tras activación a través del TLR-9 y del CD40 junto con una débil 
expresión de molécula de coestimulación CD70, reducción de la producción de TNFβ e 
IgG y de la capacidad de estimular a los linfocitos T CD4+ (Massonnet et al., 2009; Doi 
et al., 2012). 
A través del reconocimiento de PAMPs, los linfocitos B producen Igs 
contribuyendo así a la hipergammaglobulinemia característica de los pacientes con 
cirrosis (Massonnet et al., 2009). Recientemente, se ha demostrado la presencia de 
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elevados niveles séricos de Igs específicas de patógenos en pacientes con cirrosis 
como, por ejemplo, anticuerpos anti-galactosamina, el componente 
fosfopeptidomanano de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae (ASCA), 
glicanos o lisados de complejos de proteínas bacterianas intestinales (OMP) (Mehta et 
al., 2008; Papp et al., 2010), lo que se ha asociado a la gravedad de la enfermedad 
hepática y a la expansión clonal de los linfocitos B productores de Igs en respuesta a 
estimulación antigénica crónica (Vallat et al., 2004; Fazi et al., 2010). 
Finalmente, cabe señalar que en pacientes con hepatitis C crónica se ha 
descrito que los linfocitos B memoria circulantes maduros muestran una reducción de 
su capacidad de proliferación (Sugalski et al., 2010; Oliviero et al., 2011), junto con una 
mayor resistencia a la apoptosis y una posible mayor migración al hígado (Sugalski et 
al., 2010; Mizuochi et al., 2010; Mizuochi et al., 2011). Sin embargo, en la actualidad no 
existen datos relacionados con estas alteraciones en la cirrosis. 
Células NK 
Las células NK se encuentran disminuídas en la sangre circulante de los 
pacientes con cirrosis de etiología alcohólica y por infección por el VHC (Nakajima et 
al., 1986; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010; Laso et al., 2010). Junto a ello, se da 
una redistribución de sus subpoblaciones, que cursa con un incremento de las células 
CD56brigth, con función inmunorreguladora, y una disminución de las células CD56dim, 
con función citotóxica (Lin et al., 2004; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010).  
Sin embargo, hay que indicar la existencia de algunas diferencias en función de 
la etiología. De este modo, en pacientes alcohólicos sin enfermedad hepática la 
depleción de las células NK es mucho más profunda que en los pacientes con cirrosis 
(Laso et al., 2010). Por otro lado, en pacientes con hepatitis C crónica sin y con cirrosis 
se da la misma reducción y redistribución descrita anteriormente (Lin et al., 2004; Meier 
et al., 2005; Bonorino et al., 2009; Harrison et al., 2010). Y, en el caso de hepatitis B 
crónica no se han encontrado diferencias ni en el número ni en la distribución de las 
células NK respecto a individuos controles sanos (Bonorino et al., 2009; Tjwa et al., 
2011).  
Además, el equilibrio entre los receptores activadores e inhibidores que regulan 
la activación de las células NK (NKRs) se altera en la cirrosis, donde se ha observado 
una disminución de los receptores activadores NKp30, NKp46 y NKG2D (Bonorino et 
al., 2009; Harrison et al., 2010; Laso et al., 2010; Tjwa et al., 2011). Y, en el caso de los 
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receptores inhibidores como, por ejemplo, NKG2A o CD158a, los resultados difieren 
en función de las diferentes etiologías (Nattermann et al., 2006; Bonorino et al., 2009; 
Laso et al., 2010). 
Junto a ello, las células NK presentan una disminución de la activación y la 
capacidad citotóxica en la cirrosis por el VHC y también en el alcoholismo crónico (Lin 
et al., 2004; Laso et al., 2010). En la hepatitis crónica por VHC y por el virus de la 
hepatitis B (VHB) también se da una disminución de la activación, que afecta sobre 
todo a la subpoblación citotóxica CD56dim, y que se asocia a una reducción de la 
citotoxicidad (Corado et al., 1997; Par et al., 2002; Lin et al., 2004; Laso et al., 2010; Tjwa 
et al., 2011). Sin embargo, parece que las células NK que son activadas muestran una 
mayor susceptibildad a la muerte celular por apoptosis, como ha sido descrito en 
pacientes con cirrosis y en hepatitis C crónica (Lin et al., 2004; Panasiuk et al., 2010). 
Por último, se ha descrito una reducción de la producción de IFNγ por las 
células NK en la hepatitis crónica B y C (Bonorino et al., 2009; Tjwa et al., 2011), 
mientras que en la cirrosis alcohólica se da un ligero aumento acompañado de una 
mayor producción de TNFα (Laso et al., 2010). 
 Monocitos 
En la cirrosis los monocitos circulantes se encuentran significativamente 
expandidos, independientemente de la etiología (Girón-González et al., 1994; 
Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011). Además, su número y frecuencia 
aumentan en presencia de ascitis y elevadas concentraciones de LBP en suero 
(Albillos et al., 2004 b; Marquez et al., 2009) y con la gravedad de la cirrosis (Child C > B 
> A) (Seidler et al., 2012). 
Junto a ello, se ha observado una redistribución de las subpoblaciones de 
monocitos, con un aumento de los denominados monocitos clásicos (CD14+ CD16-) y 
con la consecuente disminución de los monocitos proinflamatorios (CD14+ CD16+), la 
cual es especialmente evidente en pacientes en estadíos avanzados de la enfermedad 
y con signos de activación inmune (Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011; Seidler 
et al., 2012). 
Fenotípicamente, los monocitos presentan un aumento de la expresión de las 
moléculas de coestimulación CD80, CD86 y CD40 y de los marcadores de activación 
HLA-DR y CD25, sobre todo en la subpoblación clásica (CD14+ CD16-) (Zimmermann 
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et al., 2010; Zhang et al., 2011; Seidler et al., 2012) y en pacientes con LBP elevado y 
ascitis (Albillos et al., 2004b; Marquez et al., 2009). Por el contrario, algunos estudios 
han mostrado una disminución de la expresión de HLA-DR y CD86 en los monocitos 
de pacientes cirróticos con fallo hepático agudo y crónico, un fenómeno conocido 
como parálisis inmune que se relaciona con la disfunción del sistema inmune y con las 
severas complicaciones de las infecciones bacterianas secundarias (Lin et al., 2007; 
Xing et al., 2007). 
También, se han descrito alteraciones en la expresión de los TLRs en los 
monocitos circulantes en la cirrosis, concretamente de los TLR2 y TLR4, aunque con 
variaciones entre los diferentes estudios. Así, algunas investigaciones muestran un 
incremento de la expresión del TLR4 en los monocitos periféricos en pacientes con 
cirrosis descompensada y en fallo hepático agudo y crónico (Xing et al., 2007; Montes-
de-Oca et al., 2011). Sin embargo, otros estudios muestran que la expresión del TLR4 
disminuye y no hay cambios en la expresión del TLR2 (Testro et al., 2010) o, por el 
contario, que la expresión del TLR2 aumenta sin variación en la expresión del TLR4 
(Riordan et al., 2003).  
Finalmente, asociado a la expresión de los TLRs se halla la producción de 
citoquinas proinflamamtorias. Así, los monocitos activados en la cirrosis, producen 
elevadas cantidades de TNFα, IL-6 e IL-1β (Riordan et al., 2003; Albillos et al., 2004b; 
Zimmermann et al., 2010; Zhang et al., 2011). 
Neutrófilos 
Durante más de 30 años se ha intentado identificar la disfunción inmune que 
acompaña a la cirrosis. Muchos estudios lo han focalizado en la inmunidad innata, de 
la que los neutrófilos son un componente esencial. Los datos encontrados sobre los 
neutrófilos en cirrosis son paradójicos. Por un lado, algunos estudios sugieren una 
activación de los neutrófilos lo que indica una buena disposición para eliminar las 
bacterias (Condliffe et al., 1998), debido a la sobreproducción de peróxido de 
hidrógeno, una disminución en la expresión de L-selectina (Taieb et al., 2000) y altos 
niveles de elastasa (Stanley et al., 1996), sin embargo, por otro lado,  también se ha 
demostrado una actividad fagocítica disminuída en estas células que correlaciona con 
la severidad de la enfermedad hepática (Rajkovic et al., 1985; Fiuza et al., 2000; Kirsch 
et al., 2000; Parlesak et al., 2003). Esta paradoja ha sido resuelta mediante la 
observación de que los neutrófilos en la cirrosis hepática están totalmente activados 
en sangre periférica, donde normalmente deberían encontrarse en estado de reposo, 
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pero con una gran disminución en su capacidad fagocítica (Leber et al., 2009). Esto 
tiene dos consecuencias importantes: primero, la producción de radicales libres de 
oxígeno en la sangre periférica podría ser perjudicial para otros tipos celulares y, 
segundo, debido al gran estallido oxidativo, los neutrófilos agotarían toda su energía 
siendo incapaces de responder a los estímulos bacterianos mediante la fagocitosis 
(Leber et al., 2009) (Figura 4). 
 
Figura 4. Disfunción neutrofílica en la cirrosis hepática. Los neutrófilos son totalmente 
activados con productos como la endotoxina lo que conduce a la aparición de estrés 
oxidativo y pérdida de su capacidad fagocítica. Los neutrófilos activados migran al 
hígado donde, junto con las células de Kupffer, causarán un mayor daño hepático (Leber 
et al., 2009) 
4.2  Activación del sistema inmune inflamatorio 
Las citoquinas liberadas por las células del sistema inmune son clave en la 
regulación de esta respuesta inflamatoria frente a la lesión que modula la fibrogénesis 
hepática, y esta respuesta inflamatoria se extiende a nivel sistémico. Así, la 
inflamación precede y promueve la progresión de la fibrosis hepática. (Bataller et al., 
2005). 
Por ejemplo, la proteína quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1) y 
RANTES estimulan la fibrogénesis mientras que la IL-10 y el IFNγ ejercen el efecto 
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contrario, (Tilg et al., 1993; Shi et al., 1997; Von Baehr et al., 2000; Schwabe et al., 2003). 
El TGFβ, producido masivamente por las células de Kupffer, parece ser un mediador 
de la fibrogénesis, favoreciendo la transformación de las células estrelladas a 
miofibroblastos, así como estimulando la síntesis y deposición de proteínas de la 
matriz extracelular, al tiempo que inhibe su degradación (Castilla et al., 1991). Las 
citoquinas con propiedades vasoactivas también regulan la fibrogénesis hepática, así, 
las sustancias vasodilatadoras como el óxido nítrico, poseen propiedades 
antifibróticas, mientras que los vasoconstrictores, como la norepinefrina, poseen el 
efecto contrario (Chu et al., 1997; Oben et al., 2004). Por su parte, el TNFα desempeña 
un papel fundamental en el deterioro hemodinámico característico de la cirrosis (Chu et 
al., 1997; López-Talavera et al., 1997; Muñoz et al., 1999; Wiest et al., 1999b; Albillos et al., 
2003).  
Diversos estudios en pacientes y en modelos experimentales han constatado la 
existencia en la cirrosis de un marcado estado proinflamatorio sistémico, manifestado 
por un aumento de los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias y un 
incremento en la expresión de antígenos de activación en las diferentes poblaciones 
celulares del sistema inmune (Tilg et al., 1992; López-Talavera et al., 1997; Muñoz et al., 
1999; Wiest et al., 1999a; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b; Muñoz et al., 2005; 
Albillos et al., 2010). De hecho, las elevadas concentraciones séricas de citoquinas son 
un hallazgo propio de la cirrosis e independiente de su etiología, aunque dependiente 
del estadío de la enfermedad (Girón et al., 1992; Tilg et al., 1992; Tilg et al., 1993; Albillos 
et al., 2003; Albillos et al., 2004b).  
Así pues, las fases descompensadas de la enfermedad se caracterizan por un 
aumento en el nivel sérico de citoquinas proinflamatorias como TNFα, IFNγ, IL-1β e  
IL-6 (Tilg et al., 1992; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b), de mediadores 
antiinflamatorios como IL-10, y de los receptores solubles de IL-1β y de TNFα (sTNFRI 
y sTNFRII) (Tilg et al., 1993; Von Baehr et al., 2000). Es más, nuestro grupo de 
investigación ha demostrado en un modelo murino de cirrosis descompensada por 
CCl4 que la activación sistémica del sistema inmune se caracteriza por un patrón 
proinflamatorio consistente en una polarización Th1 con elevada producción de IFNγ 
(Muñoz et al., 2005). 
La cirrosis descompensada se relaciona también con un aumento en la 
liberación de TNFα y se han identificado los monocitos como las células del sistema 
inmune responsables del aumento en el nivel circulante de esta citoquina. Los 
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monocitos circulantes de pacientes y modelos animales de cirrosis con ascitis 
presentan un aumento en la producción espontánea de TNFα (Albillos et al., 2004b; 
Muñoz et al., 2005). Además, en los pacientes cirróticos se da una correlación directa 
entre la producción monocitaria y el nivel sérico de esta citoquina (Albillos et al., 2004b) 
con una sensibilidad aumentada al estímulo con LPS (Deviere et al., 1990; Le Moine et 
al., 1995; Albillos et al., 2004b), lo que se traduce en un aumento aún mayor de la 
producción de TNFα tras este estímulo. 
Estos hallazgos han conducido a proponer el TNFα como la diana molecular 
sobre la que desarrollar estrategias terapéuticas en cirrosis. Diversos estudios han 
tratado de reducir los efectos de esta citoquina a nivel sistémico en modelos 
experimentales de cirrosis e hipertensión portal, inhibiendo su síntesis (López-Talavera 
et al., 1996; López-Talavera et al., 1997), o mediante el bloqueo de esta citoquina 
utilizando anticuerpos monoclonales anti-TNFα (Iimuro et al., 1997; Muñoz et al., 1999). 
No obstante, estudios más recientes desarrollados por nuestro grupo  de investigación, 
han demostrado en un modelo experimental de cirrosis por ligadura y sección del 
conducto biliar (BDL), que el tratamiento con AM3, un inmunomodulador biológico que 
inhibe específicamente el TNFα producido por los monocitos activados por LPS (Brieva 
et al., 1999; Reyes et al., 2004; De la Hera et al., 2004), no sólo atenúa el estado 
proinflamatorio sistémico y hepático de las ratas con cirrosis descompensada, sino que 
disminuye la fibrosis hepática y revierte parcialmente el estado circulatorio 
hiperdinámico sin aumentar la susceptibilidad a infecciones bacterianas (Albillos et al., 
2010). 
5. SISTEMA INMUNE EN LAS INFECCIONES BACTERIANAS EN LA 
CIRROSIS HEPÁTICA 
Hay numerosos indicios de que los productos bacterianos podrían promover la 
activación del sistema inmunitario en la cirrosis. En este sentido se ha demostrado la 
relación entre la activación del sistema inmune y la TB a los GLM, la reducción de este 
estado de activación tras la decontaminación intestinal con antibióticos y su asociación 
con un elevado riesgo de infecciones bacterianas espontáneas en los pacientes con 
elevada concentración plasmática de proteína de unión al lipopolisacárido (LBP) (Wiest 
et al., 1999a; Albillos et al., 2003; Genescà et al., 2003; Albillos et al., 2004a; Muñoz et al., 
2005) 
La TB a los GLMs ha sido descrita en pacientes y modelos experimentales de 
cirrosis con ascitis (Runyon et al., 1994; García-Tsao et al., 1995; Perez-Paramo et al., 
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2000; Genescà et al., 2003; Albillos et al., 2005; Guarner et al., 2006). Estudios recientes 
realizados por nuestro grupo en un modelo experimental de cirrosis con ascitis han 
demostrado que la activación de las células del sistema inmune en las ratas cirróticas 
se inicia en los GLMs en respuesta al paso de bacterias y, posteriormente, impacta a 
nivel sistémico por la recirculación de estas células (Muñoz et al., 2005); además, en la 
fase compensada de la cirrosis experimental ya se observa TB a los GLMs, en los 
cuales se genera una respuesta inflamatoria de ámbito local, y una  expansión de las 
células activadas del sistema inmune en la sangre periférica junto con un aumento del 
nivel de citoquinas proinflamatorias circulantes (Úbeda et al., 2010). 
Una vez que las bacterias atraviesan la pared intestinal, son detectadas por las 
células de la estirpe monocito/dendrítica localizadas en la lámina propia de la mucosa 
del intestino, que se activan y fagocitan los microorganismos (Turnbull et al., 2001). 
Pero no sólo las bacterias son capaces de provocar la activación de las células 
fagocíticas, también los productos bacterianos son capaces de provocar una respuesta 
innata local (Akira et al., 2001). Esta activación de la respuesta innata depende del 
reconocimiento específico de moléculas altamente conservadas en la superficie de los 
patógenos, los PAMPs, entre los que se encuentra, por ejemplo el LPS bacteriano, 
que la mayor parte de las células mononucleares reconocen por medio de PRRs 
(Dobrovolskaia et al., 2002) y entre los que se encuentran los TLR más relevantes en 
cirrosis que, como ya hemos dicho anteriormente, son TLR2, 4 y 9. El LPS se une al 
receptor CD14 que expresan los monocitos, lo que, a su vez, facilita la posterior 
interacción de ambas moléculas por el TLR4 en la superficie de estas células. La 
señalización por esta vía induce en los monocitos la activación del factor de 
transcripción NF-κβ, lo que desemboca en la liberación de citoquinas proinflamatorias, 
como el TNFα, la IL-1β y la IL-6, y de quimioquinas, la liberación del dominio 
extracelular del receptor CD14 y la expresión de moléculas coestimuladoras como el 
CD80 y el CD86 y de moléculas de MHC-I y II. 
Tras la activación y fagocitosis de las bacterias por células de la estirpe 
monocito-dendrítica, éstas migran al GLM local, donde presentan péptidos proteicos 
de las enterobacterias ya procesados a las células T novatas, que se encuentran 
continuamente recirculando por los órganos linfoides secundarios (Albillos et al., 2006). 
Si las células Th reconocen su antígeno específico, se activan. También las células B 
dejan de recircular por los ganglios linfáticos cuando encuentran su antígeno 
específico, y quedan allí retenidas. La interacción con las células Th activadas 
favorece la activación de las células B, y se establece así lo que se conoce como un 
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foco primario de expansión clonal, en el que ambos tipos de linfocitos proliferan. Parte 
de las células Th activadas quedan retenidas en el GLM, mientras que otras salen a la 
circulación para desde allí, guiadas por quimioquinas y moléculas de adhesión recién 
expresadas, alcanzar el tejido periférico inflamado de donde procedía el antígeno que 
las activó (Young, 1999). Una de las citoquinas liberadas como consecuencia de la 
presentación antigénica en el GLM es el TNFα. El TNFα posee una función reguladora 
en la superficie de las células accesorias, los linfocitos T, B y NK, y las células 
polimorfonucleares (PMN) (Albillos et al., 2006). Esta citoquina, además, es capaz de 
producir estrés y daño en las células parenquimatosas que causan la generación de 
reactantes inflamatorios. El TNFα también ejerce una acción morfogénica en los 
ganglios linfáticos, que favorece la cooperación entre las células accesorias, 
macrófagos y linfocitos. Por lo tanto, la liberación local de esta citoquina participa en la 
defensa del tejido infectado. Sin embargo, si las bacterias consiguen burlar los 
sistemas de defensa y alcanzan la circulación sanguínea, los mismos mecanismos por 
los que el TNFα contiene la infección local de forma tan eficaz pueden ser letales a 
nivel sistémico. La sepsis se acompaña de la liberación masiva de TNFα y otras 
citoquinas proinflamatorias en el bazo, el hígado y otras localizaciones, lo que 
ocasiona vasodilatación y la pérdida de volumen plasmático por aumento de la 
permeabilidad vascular que conducen, en última instancia, al shock (Albillos et al., 
2006). 
En la PBE (una de las infecciones más frecuentes de la cirrosis hepática), la 
cavidad peritoneal es probablemente el compartimento con la peor defensa en la 
cirrosis descompensada. De hecho, el LA puede ser considerado como un factor de 
riesgo para el desarrollo de peritonitis. En condiciones normales, los mecanismos de 
defensa de la cavidad peritoneal son muy eficientes y la inyección intraperitoneal de 
organismos individuales no causa peritonitis a no ser que haya presencia de LA o 
sustancias adyuvantes (Dunn et al. 1984). En la cirrosis, la deficiencia de mecanismos 
de defensa locales frente a las bacterias, incluyendo la disfunción inmunológica celular 
y humoral, limita el aclaramiento bacteriano peritoneal. (Wiest et al. 2012). La 
capacidad fagocítica de monocitos/macrófagos residentes es la primera línea de 
defensa ya que atraen PMN mediante la liberación de factores quimiotácticos y 
activación del complemento. El MCP-1 es una de las quimioquinas más potentes, y un 
polimorfismo funcional ha sido propuesto como factor de riesgo para la PBE en cirrosis 
alcohólica (Gäbele et al. 2009).  Además, es necesario un gradiente quimiotáctico para 
reclutar de manera apropiada los neutrófilos a la cavidad peritoneal. Quimioatrayentes 
de PMN como Zymosan son muy efectivos a la hora de la prevención de la muerte de 
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animales con peritonitis inducida con E.coli cuando se administra localmente aunque 
no sistémicamente (Joyce et al. 1978). Desafortunadamente, poco se conoce sobre la 
afluencia, flujo de salida y la cinética de los neutrófilos de LA en la cirrosis y de su 
dependencia al tipo, alcance y duración del estímulo bacteriano. 
5.1 Uso de medicamentos en las infecciones bacterianas en la 
cirrosis 
La profilaxis antimicrobiana es una de las opciones para prevenir el riesgo de 
infecciones bacterianas en la cirrosis. Así, por ejemplo, en estudios realizados por 
nuestro grupo se ha observado una reducción del estado de activación inmune tras la 
decontaminación intestinal con norfloxacino (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b; 
Muñoz et al., 2005). También se ha demostrado que el uso de fluoroquinolonas o 
sulfametoxazol/trimetoprim en pacientes con PBE previa disminuye los episodios de 
PBE (Rimola et al., 2000). Por el contrario, esta profilaxis de la PBE se ha asociado con 
el desarrollo de la bacteria Clostridium difficile (Bajaj et al., 2010). Una opción 
alternativa y actualmente en emergencia en la modulación de las infecciones en la 
cirrosis es el uso de antibióticos no absorbibles como la rifaximina que parece 
desempeñar un papel protector en la endotoxemia y la PBE (Bass et al., 2010; 
Kalambokis et al., 2012). Por otro lado, en un estudio comparativo en pacientes 
cirróticos con PBE se observó que la administración adyuvante de altas dosis de 
albúmina (1,5g/Kg en el día 1 y 1g/Kg en el día 3) junto con tratamiento antibiótico 
previene el empeoramiento de la función renal (Singh et al. 2003). Sin embargo, este 
régimen es principalmente efectivo en pacientes de alto riesgo caracterizados por un 
nivel de bilirrubina sérica mayor a 4mg/dl. Además, en pacientes no seleccionados con 
PBE, incluso a dosis bajas de albúmina (10g/día en los días 1-3), se ha demostrado 
una reducción de los niveles séricos y ascíticos de TNFα e IL-6 y una prevención del 
incremento en suero de NOx inducida por PBE (Heo et al. 2009). 
Los inhibidores de la bomba de protones (IBPs) se encuentran entre los 
medicamentos más prescritos en la cirrosis (Chavez-Tapia et al., 2008). Sin embargo, 
los IBPs predisponen al SBI, afectan negativamente a la función inmune y contribuyen 
a la TB (Kedika et al., 2009). Así, varios estudios retrospectivos han revelado una fuerte 
asociación entre el uso de IBPs y el desarrollo de PBE y de Clostridium difficile (Bajaj 
et al., 2009; Bajaj et al., 2010; Trikudanathan et al., 2011). 
Otra asociación aparentemente contradictoria sobre el resultado negativo de 
las infecciones en la cirrosis es el efecto de los β-bloqueantes no selectivos (BBNSs). 
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Algunos estudios han mostrado su beneficio a través de una reducción en el desarrollo 
de PBE (Senzolo et al., 2009; Krag et al., 2011). A la inversa, un estudio reciente 
muestra que el uso de BBNSs parece disminuir la supervivencia en el caso concreto 
de pacientes con ascitis refractaria (Serste et al., 2010). Tales resultados anteriores han 
dado lugar a la denominada "hipótesis de ventana”, la cual sugiere que los BBNSs 
solamente mejoran el resultado en un estrecho margen o ventana de la historia natural 
de la cirrosis, concretamente entre los pacientes que presentan varices esofágicas de 
tamaño mediano a grandes antes del desarrollo de la enfermedad hepática en fase 
avanzada (Krag et al., 2012). 
Por lo tanto, son necesarios estudios adicionales en este ámbito para precisar 
el papel y uso clínico de antibióticos, IBPs y BBNSs en la aparición de cepas 
bacterianas multirresistentes, y para reducir las infecciones y la mortalidad en la 
cirrosis. 
6.  JUSTIFICACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL 
El modelo experimental de cirrosis por BDL que se ha elegido para este estudio 
ha sido utilizado en un gran número de trabajos de cirrosis experimental (Bosch et al., 
1992) y se caracteriza hemodinámicamente por el desarrollo de hipertensión portal y 
de síndrome de circulación hiperdinámica (Sikuler et al., 1991; Fernandez et al., 1993; 
Braillon et al., 1993). Este síndrome cursa con disminución de las resistencias 
vasculares sistémicas, disminución de la presión arterial media y aumento del gasto 
cardíaco (Colombato et al., 1992).  
Alrededor de la sexta semana tras la inducción del modelo, aparecen lesiones 
histológicas compatibles con cirrosis biliar que incluyen necrosis marcada de los 
hepatocitos, inflamación, proliferación de los conductos biliares y fibrosis (Corbin et al., 
2003).  
Es un modelo fiable, en que la cirrosis y sus complicaciones como las 
alteraciones hemodinámicas o la ascitis se desarrollan de forma rápida, homogénea y 
altamente reproducible. Esto permite diseñar un estudio en el que se controlen la 
aparición de signos como la ascitis que se observa en torno a la tercera semana tras la 
inducción del modelo y que los experimentos se lleven a cabo en un estadio avanzado 
de la enfermedad. La heterogeneidad y longitud en el tiempo de otros modelos 
experimentales de cirrosis habrían hecho más complejo y menos reproducible el 
estudio. 
Introducción 
- 52 - 
Otra ventaja de la utilización de animales con ligadura del conducto biliar es 
que no hay un tóxico externo que actúe directamente sobre el hígado, como sucede en 
el caso de modelos clásicos de cirrosis experimental tales como la administración de 
tetracloruro de carbono o dimetilnitrosamina (Bosch et al., 1992). Este efecto tóxico 
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Un hecho característico de la cirrosis hepática es la susceptibilidad 
incrementada a la infección por bacterias de origen entérico. Las bases patogénicas 
de esta alteración pudieran ser diversas anomalías del funcionamiento del sistema 
inmune que se han descrito en la cirrosis, que incluyen defectos en la función 
fagocítica de los neutrófilos, supresión de la actividad de las células NK, alteraciones 
en la función de las células dendríticas intestinales, expansión de los monocitos de 
sangre periférica productores de TNFα, respuesta disminuida a la activación y a la 
proliferación de los linfocitos B, así como activación de las células T circulantes con 
aumento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias. Sin embargo, son escasos 
los estudios que han caracterizado los cambios inmunológicos a nivel peritoneal en la 
cirrosis, así como las alteraciones producidas, tanto a nivel peritoneal como sistémico, 
tras la inducción de la infección, y que podrían explicar la incapacidad del sistema 
inmune para contener la diseminación de las bacterias. 
Nuestro grupo ha demostrado que las células dendríticas de la mucosa 
intestinal de las ratas cirróticas con traslocación bacteriana sufren la transición de un 
estado de maduración y activación adecuado a un estado de tolerancia, con reducida 
capacidad fagocítica y de presentación de antígenos. Este proceso se cree que es 
consecuencia de la elevada presión antigénica a la que están sometidas las células 
del sistema inmune en la cirrosis. Se ha prestado escasa atención a la caracterización 
y comportamiento funcional de células del sistema inmune a nivel peritoneal, a pesar 
que la peritonitis bacteriana espontánea es la infección más frecuente y característica 
de la cirrosis. Sin embargo, de forma similar a lo observado a nivel intestinal y 
sistémico, un ambiente inflamatorio como consecuencia de la exposición continua a 
bacterias pudiera causar la activación crónica de las células del sistema inmune del 
líquido ascítico, y el posterior deterioro de su función, lo que contribuiría a la 
diseminación de la infección. 
Con el objeto de responder a estos interrogantes, analizamos la TB y la 
diseminación bacteriana en un modelo experimental de cirrosis biliar, caracterizamos 
las alteraciones de las células del sistema inmune a nivel peritoneal y sistémico, y 
evaluamos el efecto de la inducción de peritonitis bacteriana en los parámetros 
anteriormente mencionados. 
Nuestra hipótesis establece que la cirrosis se asocia a un estado crónico de 
inflamación del sistema inmune, tanto a nivel peritoneal como sistémico, que es 
consecuencia del estímulo bacteriano persistente, que podría dar lugar a una 
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incapacidad de las células inmunitarias de responder a la infección, y que favorecería 
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El objetivo general de este trabajo es investigar si existe un mal funcionamiento 
del sistema inmune que facilite la diseminación de las infecciones bacterianas en la 
cirrosis experimental. 
Para alcanzar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos 
específicos: 
1. Estudiar si la traslocación y la diseminación bacteriana tras una una peritonits 
inducida son mayores en ratas con cirrosis experimental. 
2. Evaluar si existen diferencias en las alteraciones de las células del sistema 
inmune en la circulación sistémica y en la cavidad peritoneal entre ratas con 
cirrosis experimental y controles, basalmente y tras la inducción de peritonitis 
bacteriana. 
3. Analizar el perfil de producción de citoquinas por las células del sistema 
inmune en la circulación sistémica y en la cavidad peritoneal entre ratas con 
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1. MODELOS EXPERIMENTALES 
1.1 Cirrosis por ligadura y sección del conducto biliar. 
El desarrollo de cirrosis por BDL comienza dos semanas después de la 
inducción del modelo (Kountouras et al., 1984) y a las cuatro semanas todos los 
animales intervenidos presentan la enfermedad (Poo et al., 1997). Tres semanas 
después de la inducción de cirrosis, algunos animales comienzan a desarrollar ascitis, 
y a las seis semanas la ascitis se detecta en todos los animales. Este modelo de 
inducción de cirrosis es de desarrollo rápido, reproducible y homogéneo, y el 
porcentaje de colaterales portosistémicas que desarrollan estos animales es 
intermedio (en torno al 40%) en comparación con los otros dos modelos clásicos de 
hipertensión portal, la estenosis parcial de la vena porta (90-95%) y la cirrosis por 
administración de tetracloruro de carbono, modelo en que el grado de colateralización 
es bajo y muy variable (en torno al 30%) (Vorobioff et al., 1984; Colombato et al., 1990; 
Bosch et al., 1992). La mortalidad referida del modelo es de un 20-35% (Colombato et 
al., 1990; Fernández et al., 1993). La duración del modelo en nuestro caso fue de 5 
semanas, con objeto de que los animales tuvieran ascitis y se encontraran en un 
momento evolutivo tardío de la enfermedad. 
Se utilizaron 49 ratas Wistar macho de 140±13 gramos de peso suministradas 
por el Centro de Experimentación Animal de la Universidad de Alcalá. Fueron 
estabuladas en jaulas individuales y sometidas a un ambiente controlado con 
temperatura constante de 21ºC y 12 horas de ciclo luz/oscuridad. Los animales 
tuvieron libre acceso al agua y a dieta estándar de rata, y todos los experimentos se 
llevaron a cabo según la normativa vigente sobre Experimentación y Protección de los 
Animales utilizados en Experimentación y otros Fines Científicos reflejada en el Real 
Decreto R.D. 1201/2005, de 10 de octubre de 2005.  
Tras ayuno nocturno, los animales fueron anestesiados con sevoflurano 
(Sevorane; Abbott Laboratorios, Madrid, España) por via inhalatoria. Una vez 
preparado el campo operatorio y en condiciones de esterilidad, se practicó una 
laparotomía sagital a nivel de la línea alba, extrayendo el paquete intestinal y 
envolviéndolo cuidadosamente en gasas estériles empapadas con suero salino estéril 
(SSE) a 37ºC, permitiéndose así el acceso al hilio hepático. A continuación, se disecó 
el conducto biliar y se pasaron dos ligaduras de hilo de seda de 5/0. Una de ellas se 
colocó en posición distal, inmediatamente por debajo de la bifurcación de los 
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conductos biliares hepáticos, y la otra con disposición proximal, por encima de la unión 
con el conducto pancreático. Tras cerrar con un nudo doble la ligadura proximal, se 
instiló formaldehído al 10% (Colombato et al., 1994) en el conducto biliar de manera 
retrógrada, y a dosis de 120µl/100g de peso del animal, e inmediatamente se procedió 
a cerrar la ligadura distal de igual forma que la anterior. Seguidamente, se cortó el 
conducto biliar entre las dos ligaduras, para evitar una posible recanalización y se 
instilaron en la zona 2 ml de SSE a 37ºC, empapando también con él el paquete 
intestinal antes de reintroducirlo en la cavidad abdominal. Posteriormente, se cerró la 
pared del abdomen en dos planos, el profundo con sutura continua (con hilo de seda 
de 5/0) y el más superficial con sutura discontinua (con hilo de seda de 3/0). Al término 
de la operación, se administraron 50µg de vitamina K por vía subcutánea (Beck et al., 
1995), inyección que se repitió semanalmente hasta finalizar el tiempo correspondiente 
al desarrollo del modelo. Tras desinfectar la zona y marcar a los animales, se les dejó 
recuperarse en una jaula individual con calor. La eficacia del modelo se constató 
observando la orina colúrica a las 48 horas de la intervención. 
Con los animales a los que se practicó cirugía simulada, que en este estudio 
los denominaremos ratas control, se realizó una laparotomía y únicamente se disecó el 
conducto biliar, sin hacer ninguna otra manipulación a ese nivel. 
1.2 Peritonitis bacteriana Inducida por inyección intraperitoneal 
de Escherichia coli 
1.2.1 Transfección de Escherichia coli con el plásmido 
resistente a ampicilina 
Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosómico, circular y 
generalmente de pequeño tamaño que se encuentran en muchas especies 
bacterianas y que se pueden replicar de manera independiente del ADN cromosómico. 
A diferencia de éste, los plásmidos no son necesarios para la viabilidad general de la 
célula, pero pueden contener genes que contribuyen a la supervivencia en condiciones 
especiales, como los que confieren resistencia a antibiótico.  
En nuestro caso se utilizó un plásmido con resistencia al antibiótico ampicilina 
(Figura 1), cuya presencia permite seleccionar las bacterias que portan estos 
plásmidos, gracias a su capacidad para crecer en presencia de dicho antibiótico (el 
gen de resistencia codifica una beta lactamasa, enzima que degrada la ampicilina). 
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Para llevar a cabo la transfección se utilizaron 2 cepas diferentes de E.coli, la 
cepa DH5α, en la cual se propagó el plásmido con resistencia a ampicilina mediante 
choque térmico, y la cepa BL21, donde se llevó a cabo la multiplicación del mismo. 
Esta cepa BL21 posee una deficiencia de proteasas lo que evita degradar los 
productos recombinantes y permite una alta eficiencia de transformación con un 
plásmido modificado. Por ello se seleccionó esta cepa de E.coli para la replicación del 









Figura 1. Plásmido con el gen de resistencia a ampicilina. 
1.2.2  Inducción de peritonitis bacteriana 
Las bacterias E.coli fueron previamente transfectadas con el plásmido que 
llevaba incorporada la resistencia al antibiótico ampicilina. A continuación, se 
cultivaron en medio de cultivo Luria Bertani suplementado con ampicilina (LB/amp) 
toda la noche, se midió su concentración mediante nefelometría y se verificó 
posteriormente por recuento en placa LB/amp. 
El modelo de peritonitis bacteriana inducida (PBI) con E.coli-ampicilina+ se 
realizó tanto en ratas a las que se les había practicado la cirugía BDL (ratas cirróticas), 
como en ratas control (cirugía simulada). Cada experimento de inducción se realizó de 
forma pareada (en una rata cirrótica y en una rata control), para tener exactamente las 
mismas condiciones. 
Tras ayuno nocturno, los animales se anestesiaron con Sevoflurano por vía 
inhalatoria. Una vez preparado el campo operatorio, y en condiciones de esterilidad, se 
llevó a cabo la PBI mediante inyección intraperitoneal de E.coli-ampicilina+, con aguja 
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de 18G, y a una concentración de 108 unidades formadoras de colonias (cfu)/ml en 3 
ml de SSE.  
Transcurridas 2 horas tras la PBI, se sacrificaron a los animales.   
 
Figura 1.  Diseño experimental 
2. DISEÑO DEL ESTUDIO 
El objetivo de este estudio fue determinar las alteraciones inmunológicas en 
LA/peritoneal y en sangre periférica en ratas cirróticas y en ratas control tras la PBI. 
También se evaluó la diseminación bacteriana a los distintos tejidos incluidos en el 
estudio que fueron GLM, hígado, bazo y pulmón en los modelos experimentales 
anteriormente descritos, que son: 
- Ratas cirróticas PBI (n=9) 
- Ratas control PBI (n=12) 
- Ratas cirróticas con inyección intraperitoneal de SSE (n=11) 
- Ratas control con inyección intraperitoneal de SSE (n=17) 
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Los experimentos se llevaron a cabo 5 semanas después de inducir el 
desarrollo de cirrosis mediante BDL o de la cirugía simulada y 2 horas después de la 
PBI o de la inyección de SSE.  
Una vez transcurrido ese tiempo, se anestesió de nuevo al animal con 
Sevoflurano por vía inhalatoria para así comenzar el estudio. 
Posteriormente en las ratas control se inyectaron intraperitonealmente 20 ml de 
SSE a 4ºC con aguja de 18G. Se realizó un masaje abdominal durante un minuto, para 
promover la separación de las células adheridas al peritoneo, y posteriormente una 
laparotomía sagital a nivel de la línea alba, para recoger el líquido peritoneal 
inyectado. En las ratas cirróticas se procedió a recoger directamente el LA.  
Del LA/líquido peritoneal obtenido se recogió una alícuota de 1 ml, que se 
congeló para análisis posteriores, y 2 alícuotas más para cultivar en medio con y sin 
ampicilina. El volumen de líquido peritoneal/ascítico restante se llevó hasta 50 ml de 
solución salina equilibrada de Hank sin Ca++ ni Mg++ (HBSS sin Ca++ ni Mg++; 
BioWhittaker, Verviers, Belgica), se centrifugó a 1350 revoluciones por minuto (rpm) 
durante 10 minutos, y se resuspendió en Medio Modificado de Eagle Dulbecco’s 
(DMEM; BioWhittaker, Verviers, Bélgica) suplementado con glucosa (4.5 g/l), L-
Glutamina, 10% de suero fetal de carnero (FCS; Gibco, Grand Island, NY, USA), 25 
mM de HEPES (BioWittaker) y 1% de penicilina-estreptomicina (Whitaker 
Bioproducts), para llevar a cabo el contaje celular en cámara de Neubauer. 
Se ajustaron las células a 1x106/ml para realizar el estudio inmunofenotípico de 
las diferentes poblaciones y subpoblaciones celulares.  
Posteriormente, se llevó a cabo la extracción de sangre a través de la aorta con 
equipo alado 21G (Vacutainer®) y los PBMCs se separaron por el método de 
centrifugación por gradiente de densidad (Ficoll-Paque. Amersham Biosciences, 
Sweden). Dos alícuotas de 1ml de plasma se congelaron a -80ºC para posteriores 
determinaciones. 
Recogida de muestras: 
Una vez realizada la laparotomía sagital y recolectado el fluido 
peritoneal/ascítico y la sangre, se llevó a cabo la toma de muestras tisulares (utilizando 
material estéril en la toma de cada muestra, para evitar contaminación de un tejido a 
otro): 
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- Se aisló toda la cadena de GLM y se pesaron en una balanza de precisión. 
- Se aisló una muestra de hígado, bazo, pulmón y se pesaron en una balanza de 
precisión.  
Se llevó a cabo la homogeneización de cada tejido con una relación 1:2 (mg 
peso:µl SSE) en potter o ultra turrax T10 IKA (este último en el caso del hígado y 
pulmón cirróticos) y posteriormente se cultivaron 100 µl del homogenado en medio 
Luria Bertani sin y con ampicilina (LB y LB/amp). 
3. ESTUDIO MICROBIOLÓGICO 
Los homogenados de GLM, hígado, bazo y pulmón se sembraron en placas de 
LB y LB/amp, se incubaron a 37ºC durante 48 horas y se evaluó la presencia de 
bacterias, así como el recuento de cfu para el posterior cálculo de las cfu/g de tejido. 
La TB se definió como la presencia de microorganismos viables en los GLM. 
4. ESTUDIO DEL SISTEMA INMUNE DE LÍQUIDO 
PERITONEAL/ASCÍTICO Y SANGRE 
Las PBMCs se separaron por el método de centrifugación por gradiente de 
densidad, mientras que las células mononucleares del LA y peritoneal se lavaron en 
medio HBSS. Después de contarlas con una cámara de Neubauer, las células se 
resuspendieron en medio completo DMEM a una concentración de 1x106 células/ml. 
4.1 Expresión de antígenos de superficie 
La distribución de monocitos, células B, T y NK de sangre periférica y 
LA/líquido peritoneal se determinaron por inmunofluorescencia de cuatro colores y 
citometría de flujo cuantitativa en un citómetro FACScalibur, usando el programa Cell 
Quest (Becton-Dickinson, San José, CA) para el análisis de datos. Las suspensiones 
celulares se incubaron con anticuerpos monoclonales marcados con combinaciones 
de isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), proteína peridín clorofila 
(PerCP) y aloficocianina (APC). Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratón 
específicos frente a los diferentes antígenos de rata objeto de estudio (Tabla 1). 
Los anticuerpos monoclonales anti- CD3-APC (1F4), anti- CD4-PE y PerCP  
(OX 38), anti- CD8α-PerCP (OX 8), anti- CD134-FITC (OX 40), anti- CD45RC-FITC 
(OX 22), anti- CD62L-PE (HRL1), anti- CD45RA-FITC y PerCP (OX 33), anti- RT1B-
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PerCP (OX 6), anti- CD86-FITC y PE (24F) y anti- NK-RP1A-PE (10/78) se obtuvieron 
de Pharmingen (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Los anticuerpos monoclonales 
anti- CD11b-AlexaFluor647 (OX 42) y anti- CD43-FITC (W3/13) se obtuvieron de 
Serotec (Kidlington, Oxford, UK). 
Tabla 1. Criterios de definición para las poblaciones del sistema inmune examinadas. 
Subpoblación de 
células del sistema 
inmune 
Función asociada con los receptores de superficie indicados 
Células T 
 
CD3 Módulo de transducción de señal del receptor de células T para 
antígenos (complejo TCR/CD3). Expresado por todos los 
subgrupos de células T. 
CD4 Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antígenos 
presentados en moléculas de MHC de clase II. Identifica células 
Th. También lo expresan determinadas subpoblaciones de 
monocitos, macrófagos y DCs. 
CD8 Co-receptor del complejo TCR/CD3 que reconoce antígenos 
presentados en moléculas de MHC de clase I. Identifica células 
Tc. También lo expresan la mayoría de células NK. 
CD45RC Isoforma del antígeno leucocitario común que identifica células T 
que no han tenido experiencia antigénica y que se internaliza tras 
la activación con su antígeno específico (Spickett et al., 1983; 
Ramírez et al., 2000; Subra et al., 2001). 
CD62L Miembro de la familia de las selectinas definido como receptor de 
recirculación a órganos linfoides por los linfocitos T. Rápidamente 
eliminado tras la activación celular, sus niveles en la membrana 
celular permiten diferenciar los linfocitos vírgenes de los 
efectores/memoria (Sallusto et al., 1999; Von Andrian et al., 2000; 
Sallusto et al., 2004).  
CD134 Miembro de la familia del receptor de TNFα. Se expresa por 
células Th recientemente activadas in vivo e in vitro. Participa en 
la coestimulación entre los linfocitos T y B (Paterson et al., 1987; 
Weinberg et al., 1994; Roos et al., 1998; Broker et al., 1999).  
NK-RP1A débil Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase I no 
clásicas expresado con intensidad intermedia por un subgrupo de 
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linfocitos T denominados NK-T. 
Células B  
CD45RA Isoforma de alto peso molecular del CD45 presente en los 
linfocitos B de rata (Woollett et al., 1985) 
CD86 Ig de membrana que se expresa en las APCs. Molécula 
coestimuladora que media en la adhesión y activación de las 
células T, así como en la producción de citoquinas por parte de la 
propia APC. 
Células NK  
NK-RP1A brillante Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase I no 
clásicas expresado en alta intensidad por las células NK. 
Pertenece a la familia de las lectinas dependientes de calcio y 
actúa como una proteína transmembrana receptora en las células 
NK, con especificidad para carbohidratos y con propiedad de 
transmitir señales vía proteinkinasa p56lck (Yokoyama et al., 1993; 
Scriba et al., 1998) 
Monocitos  
CD11b brillante Cadena αM de la integrina CR3 (también llamada Mac-1), 
presente en células de linaje mieloide, y cuya expresión aumenta 
en la superficie de estas células tras su activación (Tamatani et al., 
1991). 
RT1B MHC de clase II. Responsable de la presentación de antígenos a 
las células Th. Su expresión se induce en la superficie de los 
monocitos tras su activación. 
NKR-P1A medio Receptor de reconocimiento de moléculas de MHC de clase I no 
clásicas expresado con intensidad intermedia por los monocitos 
activados. 
 
CD43 débil También conocido como leucosialina y sialoforina, es una 
glicoproteína glicosilada que se expresa en la superficie de todos 
los leucocitos excepto las células B. Los monocitos se dividen en 
inflamatorios y residentes en base a su distinta capacidad 
migratoria y al nivel de expresión de este marcador. (Yrlid et al., 
2006).  
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Una vez alicuotadas las suspensiones celulares de cada tejido objeto de 
estudio en los correspondientes tubos de citometría, se añadieron 10µl/pocillo de un 
anticuerpo específico para el CD32 (CD32-Puro), que es el receptor γ de la región Fc 
de tipo II de baja afinidad expresado en la superficie de los monocitos, los 
granulocitos, las células B y los eosinófilos (Simmons et al., 1988). El objetivo de la 
incubación con este anticuerpo monoclonal fue bloquear estos receptores, evitando así 
la posible unión inespecífica de los anticuerpos monoclonales objeto de estudio que se 
incubaron posteriormente.  
Tras 10 minutos de incubación a 4ºC en oscuridad, se añadieron 10µl de cada 
anticuerpo de acuerdo al panel inmunofenotípico indicado (Tabla 2), y se incubaron 20 
minutos, a 4ºC y en oscuridad.  
Tabla 2. Panel inmunofenotípico 
FITC PE PerCP APC 
Control - Control - Control - Control - 
IgG IgG2β IgG IgM 
CD134 CD4 CD8α CD3 
CD45RC CD62L CD4 CD3 
CD45RC CD62L CD8α CD3 
CD43 NKRP1A RT1b CD11b 
CD3+CD45RA CD86 CD4 CD11b 
CD86 NKRP1A CD45RA CD3 
Anexina V CD45 7AAD CD3 
 
Posteriormente, se lavaron las células con 2ml/tubo de HBSS al 10% de FCS y 
se centrifugaron a 1300rpm durante 5 minutos a 4ºC. Después se retiró el 
sobrenadante y se resuspendieron las células de cada tubo en 200µl de tampón 
fosfato salino (PBS) para su adquisición en el citómetro. 
Para la determinación de la autofluorescencia o control negativo de las células, 
se incluyó un tubo de inmunofenotipo al que no se le añadió ningún anticuerpo 
monoclonal. El control de la unión inespecífica de los anticuerpos monoclonales se 
estableció incubando las células con una mezcla de Ig con fluorocromos que emiten 
luz en los 4 colores y del mismo isotipo que los anticuerpos utilizados en el resto del 
fenotipo, pero específicos de células de ratón (Tabla 2).  
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Los valores de números absolutos de las diferentes subpoblaciones celulares 
estudiadas se calcularon multiplicando el número total de células obtenidas en cada 
compartimento por el porcentaje de cada una de estas subpoblaciones determinado 
por citometría de flujo. 
4.2  Expresión de marcadores intracelulares 
A continuación, se realizó un marcaje de superficie de las células cultivadas, 
para identificar las poblaciones objeto de estudio. 
Posteriormente, las células fueron fijadas con formaldehído (PanReac Química 
SLU, Barcelona, España) al 4% y permeabilizadas con saponina (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO) al 5% en HBSS para facilitar la entrada de anticuerpos marcados con PE 
dirigidos contra las citoquinas TNFα e IFNγ del interior de la célula (BD Pharmingen) 
(Palmblad et al., 2000). La producción intracitoplasmática espontánea de citoquinas se 
ensayó en suspensiones de células mononucleares incubadas 2,5 horas a 37ºC en 
una atmósfera al 5% de dióxido de carbono (CO2) y en medio completo DMEM. Para 
evitar la secreción de las citoquinas, se añadió monensina (2µM; Sigma-Aldrich) al 
medio de cultivo.  
Se sabe que las células Th cesan de producir citoquinas rápidamente después 
de la disociación de su interacción in vivo con las APC, como los monocitos (Sojka et 
al., 2004). El forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), promueve ex vivo la producción de 
citoquinas de manera selectiva en la subpoblación de células T que han estado 
produciéndolas recientemente in vivo (Palmblad et al., 2000). Así pues, la producción 
intracitoplasmática de citoquinas se determinó tras cultivar las células 2,5 horas a 37ºC 
en presencia de 5% de CO2 y con PMA (0,05 µg/ml; Sigma Chemical Co.) e 
ionomicina (1 µg/ml; Calbiochem-Novabiochem Corp., California, USA). Además, el 
cultivo se realizó en presencia de monensina, que, al inhibir el transporte de vesículas 
del aparato de Golgi, impide la secreción de las citoquinas al medio de cultivo. 
También se usó LPS para estimular la producción de citoquinas por monocitos.  
4.3  Determinacion de mediadores inflamatorios solubles en 
líquido peritoneal/ascítico y plasma 
Una alícuota de la sangre obtenida por punción de la aorta se empleó para las 
determinaciones plasmáticas. Para ello se centrifugó la sangre a 2000 rpm durante 20 
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minutos, se recogió el sobrenadante, se alicuotó, y la muestra de plasma se conservó 
a -80 ºC hasta el momento del análisis. 
Se utilizaron kits comerciales de ensayo inmunoabsorbente conjugado a 
enzimas (ELISA), para determinar los niveles de TNFα (ELISA Kit Rat TNF-α, 
Invitrogen Corporation, Camarillo, CA) e IFNγ (ELISA Kit Rat IFN-γ, Invitrogen 
Corporation, Camarillo, CA), de acuerdo con las instrucciones indicadas en los kits. 
Los umbrales de sensibilidad de los kits fueron de 4 pg/mL para el TNFα y 13 pg/mL 
para el IFNγ. Las densidades ópticas se determinaron en un lector de microplacas 
(Bio-Rad Laboratories, S.A., Madrid, España) con un filtro de 450 nm. Todas las 
determinaciones se realizaron por duplicado y se consideró el valor de la media. 
5 . ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Se utilizó el programa SPSS 19.0 para el análisis estadístico y Sigma Plot 12.0 
para la representación gráfica de los datos. Los resultados se expresan como media ± 
desviación estándar (DS). Las variables cuantitativas se analizaron mediante U de 
Mann Whitney, y las variables cualitativas se analizaron mediante el test exacto de 
Fisher. En el caso de comparaciones pareadas, se usó el test de Wilcoxon. El nivel de 
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1. TRASLOCACIÓN Y/O DISEMINACIÓN BACTERIANA TISULAR 
Utilizamos un modelo experimental de cirrosis hepática por BDL y estudiamos 
la TB y/o diseminación bacteriana a diferentes compartimentos anatómicos después 
de administrarles intraperitonealmente SSE o una concentración conocida de E. coli 
resistente a ampicilina, en este último caso con el fin de inducirles peritonitis 
bacteriana.  
Como grupo control utilizamos ratas con cirugía simulada (sham) a las que 
aleatorizamos para recibir la inyección intraperitoneal de E.coli o SSE. 
Para determinar el crecimiento de las bacterias inyectadas en el peritoneo 
(diseminación bacteriana), se utilizó el medio de cultivo LB/amp, para asegurar el 
crecimiento único de dicha bacteria. 
1.1 Ratas control y cirróticas  
Tras realizar el estudio de TB y diseminación bacteriana tisular mediante 
crecimiento bacteriano positivo en placas LB, se observó que en aquellas ratas 
cirróticas a las que se les había inyectado SSE intraperitoneal, había una mayor 
incidencia de TB GLM, así como diseminación a pulmón, hígado y bazo, que en las 
ratas control, estadísticamente significativa en el caso de las muestras de GLM con 
una p<0,05 (Figura 1). 
















         Control SSE Cirrosis SSE 
Figura 1. Diseminación bacteriana a GLM, pulmón, hígado y bazo de ratas control y 
cirrosis. * p<0,05 vs. control. La diseminación bacteriana a GLM y a los demás tejidos está 
aumentada en ratas con cirrosis.   
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1.2 Ratas control y cirróticas tras la inducción de peritonitis 
bacteriana 
La PBI dio lugar a una intensificación de la diseminación de las bacterias en 


















































































Figura 2. Diseminación bacteriana en GLM (A.), pulmón (B.), hígado (C.) y bazo (D.) de 
ratas control ( ), control PBI ( ), cirrosis ( ) y cirrosis PBI ( ). * p<0,05 vs. 
SSE, *** p<0,01 vs. SSE.  La inducción de peritonitis bacteriana causó un aumento en la 
diseminación de bacterias a todos los tejidos. Esto ocurre tanto en ratas con cirrosis como en 
ratas control. 
  
En las ratas PBI (tanto en el grupo control como en el cirrótico) también se 
pudo observar la frecuencia de crecimientos positivos de E.coli-ampicilina+ mediante 
cultivo en medio LB/amp, es decir, frecuencia de crecimiento de los microorganismos 
que se inyectaron intraperitonealmente para la inducción de dicha peritonitis. Esta 
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diseminación fue superior en ratas cirróticas que en controles en GLM y tejido 
pulmonar, igual en tejido esplénico e inferior en tejido hepático (Figura 3). 
control PBI





































Figura 3. Diseminación bacteriana positiva en GLM, pulmón, hígado y bazo de ratas 
control PBI ( ) y cirrosis PBI ( ). Hay una mayor diseminación de bacterias inyectadas 
intraperitonealmente en las ratas cirróticas excepto en hígado en el que el porcentaje de 
diseminación se invierte. 
 
En ratas PBI, las diferencias entre TB y/o diseminación medida en placas LB 
(en las cuales crecen todos los microorganismos presentes en el tejido) y placas 
LB/amp (en las que únicamente crecen las bacterias E.coli-ampicilina+ inyectadas en 
el peritoneo), permite diferenciar el porcentaje de diseminación de bacterias 
endógenas de las inyectadas en el peritoneo en las ratas objeto de estudio. Según 
esto, en el 33% de las ratas cirróticas con TB ésta fue debida al paso de bacterias 
endógenas a los GLM. De forma similar, el 60% de las ratas con bacterias presentes 
en hígado y el 11% de las que diseminaron a bazo fueron las propias del animal. Sin 
embargo, de todas las ratas cirróticas que tuvieron diseminación positiva a pulmón, 
ninguna de ellas lo hizo mediante paso de bacterias endógenas. A diferencia de lo 
observado en ratas cirróticas, en las ratas control, el porcentaje de TB endógena a 
GLM fue del 66% y la diseminación a hígado del 25%, mientras que no se observó 
diseminación endógena en el pulmón ni en el bazo (Figura 4). 
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Figura 4. Diseminación endógena a GLM, pulmón, hígado y bazo de ratas control y 
cirróticas con peritonitis inducida. Tras la inducción de peritonitis bacteriana se observó un 
aumento en la diseminación de bacterias endógenas en hígado y bazo de ratas cirróticas.  
 
También pudimos observar que según la carga bacteriana medida por cfu/g de 
tejido, hay una mayor cantidad de bacterias capaces de colonizar los tejidos en las 
ratas cirróticas que en los controles (media±DS) (37±6 vs. 0±3 cfu/g), que se 
intensifica cuando realizamos la PBI (1897±991 vs. 689±467 cfu/g). Por tanto, la 
diseminación bacteriana fue superior en las ratas con PBI, y especialmente en 

























Figura 5. Carga bacteriana tisular medida como cfu presentes en cada tejido de las ratas 
control, control PBI, cirrosis y cirrosis PBI. **p<0,01 vs. SSE, *** p<0,001 vs. SSE. La carga 
bacteriana tisular fue superior en los grupos con inducción de peritonitis, especialmente en el 
grupo de ratas cirróticas. 
Resultados 
- 75 - 
2. ESTUDIO INMUNOLÓGICO DE LÍQUIDO PERITONEAL/ASCÍTICO Y 
SANGRE 
2.1 Distribución de poblaciones y subpoblaciones del sistema 
inmune 
 Para conocer la distribución, el estado de activación y el patrón de producción 
de citoquinas de las poblaciones del sistema inmune en diferentes compartimentos 
anatómicos de las ratas que se incluyeron en el estudio de diseminación, analizamos 
por citometría de flujo cuantitativa de 4 colores las diferentes poblaciones y 
subpoblaciones celulares del sistema inmunológico de ratas control SSE, control PBI, 
cirróticas SSE y cirróticas PBI. 
Iniciamos nuestro estudio caracterizando el perfil inmunofenotípico de las 
células T, B, NK y monocitos presentes en el líquido peritoneal y la sangre. 
2.1.1 Ratas control y cirróticas 
-Líquido peritoneal/ascítico (control vs. cirrosis) 
El número absoluto de células en el líquido peritoneal disminuye ligeramente en 
las ratas cirróticas con respecto a las ratas control, aunque esta disminución no 
alcanzó significación estadística (4.042±1.510 vs. 3.417±1.063 célulasx102/ml, NS) 
Según esto, y aunque disminuya ligeramente el número de células totales 
observadas en el peritoneo de estas ratas, se observa una expansión significativa en 
el número de células T y células B en las ratas con cirrosis a las que se les administró 
SSE con respecto a las ratas control SSE de 2,5 y 3 veces respectivamente (Tabla 1).  
De acuerdo con el modelo ampliamente aceptado de respuesta inmune 
adquirida, la activación de las células T requiere de la presentación de antígenos por 
APCs profesionales, como son los monocitos (MacKay et al., 1992). En caso de que 
el linfocito T encuentre su antígeno específico en el MHC de las APCs, va a activarse y 
a sufrir una expansión clonal. 
Sin embargo, en líquido peritoneal encontramos una disminución del número 
absoluto de monocitos, que se debe principalmente a la subpoblación de monocitos 
residentes, es decir, aquellos monocitos capaces de extravasarse a los tejidos dando 
lugar a células especializadas, que están caracterizados por la expresión del marcador 
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CD43 y la falta del NKRP1ALOW (CD43+NKRP1ALOW-), y que pasa a ser la mitad que la 
observada en los controles SSE. Por el contrario, se observó un ligero aumento en la 
subpoblación de monocitos inflamatorios, caracterizados por la internalización del 
receptor CD43 y la expresión del NKR-P1ALOW (CD43-NKRP1ALOW+), lo que según 
diversos autores les confiere mayor capacidad fagocítica y la habilidad de migrar e 
infiltrar tejidos inflamados (Yrlid et al., 2006; Steiniger et al., 2001) (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Perfil inmunofenotípico de los linfocitos T y B, células NK y monocitos en el 


















    *p<0,05 vs. control  
  **p<0,01 vs. control 







Control          
(n=17) 
Cirrosis              
(n=11) 
Células T totales                      
(CD3+) 254±186 709±419*** 
Células Th                  
(CD3+CD4+CD8-) 114±67 278±102*** 
Células Tc                   
(CD3+CD8+CD4-) 98±18 183±157* 
Monocitos totales         
(CD11b+CD3-CD45RA-NKRP1AHIGH-) 2.892±1.425 1.318±940** 
Monocitos inflamatorios                  
(CD11b+NKRP1ALOW+CD43-) 97±38 131±114 
Monocitos residentes 
(CD11b+NKRP1ALOW-CD43+) 2.770±1.350 1.182±652*** 
Células B                    
(CD45RA+CD3-) 53±31 154±85*** 
Células NK           
(NKRP1AHIGH+CD3-) 117±80 162±94 
Células NKT       
(CD3+NKRP1Amedio+) 59±34 84±59 
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Tabla 2. Estado de activación de los linfocitos T, B y monocitos en el líquido peritoneal 
de ratas cirróticas y ratas control. 
     *p<0,05 vs. control    
   **p<0,01 vs. control  
 ***p<0,001 vs. control  
 
 
El estudio de la expresión de antígenos de superficie nos permitió determinar 
que la expansión del compartimento de células T observada en las ratas cirróticas, 
ocurrió principalmente a expensas de las células Th. Al analizar el estado de 





Control    
(n=17) 
Cirrosis      
(n=11) 
Células Th recientemente activadas 
(CD3+CD4+CD134+)  14±15 23±17* 
Células Th memoria efectora terminada (MET) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L-) 1±1 29±15*** 
Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 3±3 71±32*** 
Células Th memoria central (MC) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 9±7 60±52*** 
Células Th memoria efectora no terminada (MENT) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L-) 101±62 117±87 
Células Tc memoria efectora terminada (MET) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L-) 8±7 35±19*** 
Células Tc novatas (NAIVE) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 24±15 91±52*** 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 11±7 15±11 
Células Tc memoria efectora no terminada (MENT) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L-) 56±35 42±21 
Monocitos inflamatorios RT1B+  
(CD11b+NKRP1ALOW+CD43-RT1B+) 51±33 51±34 
Monocitos residentes RT1B+    
(CD11b+NKRP1ALOW-CD43+RT1B+) 333±191 297±183 
Células B activadas                             
(CD45RA+CD3-CD86+) 9±7 10±8 
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recientemente activadas, medidas por la expresión en superficie del marcador CD134, 
receptor de superficie celular miembro de la familia del receptor de TNFα e implicado 
en la coestimulación (Roos et al., 1998, Weinberg et al., 1994; Broker et al., 1999), 
al igual que aumentan las diferentes subpoblaciones de células Th como memoria 
efectora terminada (MET: CD45RC+CD62L-), novatas (CD45RC+CD62L+) y memoria 
central (MC: CD45RC-CD62L+). Sin embargo, la expansión del compartimento T no se 
restringe únicamente a las células Th, ya que las células Tc también sufrieron 
expansión y signos de activación (Tabla 2). 
Estos cambios en el número absoluto de las poblaciones celulares 
anteriormente mencionadas se tradujeron en una modificación en la distribución 
relativa de poblaciones de células inmunitarias residentes en el líquido peritoneal de 
las ratas cirróticas SSE. Así, mientras que en las ratas control SSE, las poblaciones 
mayoritarias analizadas se distribuían en un 5,97±3,28% para células T; 1,28±0,84% 
para células B; 2,56±2,15% para células NK y 15,75±9,52% para monocitos; con el 
desarrollo de la enfermedad se produce un marcado aumento del porcentaje de 
células T (5,97±3,28% vs. 23,95±14,46%; p<0,001), y células B (1,28±0,84% vs. 
6,13±3,42%; p<0,001), con una drástica disminución en el porcentaje de monocitos 
(15,75±9,52% vs. 3,48±2,52%; p<0,01) mientras que el porcentaje de células NK no 
sufre ninguna modificación estadísticamente significativa (2,56±2,15% vs. 2,87±2,03%; 
NS). 
- Sangre (control vs. cirrosis) 
El número absoluto de PBMCs aumentó considerablemente en las ratas 
cirróticas con respecto a las ratas control (17.633±10.310 vs. 76.837±40.597 
célulasx102/ml, p<0,001), a diferencia de lo descrito previamente para el líquido 
peritoneal. 
Este aumento en la celularidad se debe a la gran expansión que sufrieron las 
distintas poblaciones celulares del sistema inmune: células T y B, monocitos, células 
NK y NK-T. El aumento más signinicativo se observó en el número de monocitos, que 
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Tabla 3. Perfil inmunofenotípico de los linfocitos T y B, células NK y monocitos en la 




Control          
(n=17) 
Cirrosis             
(n=11) 
Células T totales                        
(CD3+) 8.400±4.510 26.542±18.893*** 
Células Th                     
(CD3+CD4+CD8-) 4.225±1.951 14.872±9.995*** 
Células Tc                     
(CD3+CD8+CD4-) 1.820±930 5.741±3.765*** 
Monocitos totales            
(CD11b+CD3-CD45RA-NKRP1AHIGH-) 798±737 35.401±19.060*** 
Monocitos inflamatorios                  
(CD11b+NKRP1ALOW+CD43-) 206±199 6.215±4.344*** 
Monocitos residentes 
(CD11b+NKRP1ALOW-CD43+) 567±544 28.571±14.632*** 
Células B                       
(CD45RA+CD3-) 2.617±952 7.215±5.699** 
Células NK              
(NKRP1AHIGH+CD3-) 355±253 3.217±2.710*** 
Células NKT          
(CD3+NKRP1Amedio+) 773±578 2.853±2.620** 
    *p<0,05 vs. control    
  **p<0,01 vs. control  
    ***p<0,001 vs. control 
 
 
La expansión de las células T en la sangre de ratas con cirrosis ocurrió tanto 
por el aumento de células Th como por el de células Tc. Se observó un mayor número 
de células Th con activación reciente además de expandirse el número absoluto de las 
cuatro subpoblaciones principales de células Th y Tc (MET, MENT, Naive y MC). 
También se observó un gran aumento en el número absoluto de monocitos con mayor 
capacidad de presentación antigénica medido por la expresión en superficie de la 
molécula MHC de clase II que en ratas viene dado por el marcador RT1B+ y en el 
número absoluto de células B activadas medido por la expresión en superficie del 
marcador CD86 (Tabla 4). 
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Tabla 4. Perfil inmunofenotípico de activación de los linfocitos T, B y monocitos en la 






Cirrosis   
(n=11) 
Células Th recientemente activadas 
(CD3+CD4+CD134+)  63±46 310±239*** 
Células Th memoria efectora terminada (MET) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L-) 171±84 4.626±3.771*** 
Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 1.419±1.200 4.792±3.560*** 
Células Th memoria central (MC)   
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 1.805±1.647 2.267±1.777 
Células Th memoria efectora no terminada (MENT) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L-) 830±316 3.185±2.963** 
Células Tc memoria efectora terminada (MET) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L-) 84±79 1.567±915*** 
Células Tc novatas (NAIVE) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 904±639 3.004±2.304*** 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 354±192 438±327 
Células Tc memoria efectora no terminada (MENT) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L-) 478±249 732±310* 
Monocitos inflamatorios RT1B+ 
(CD11b+NKRP1ALOW+CD43-RT1B+) 64±39 1.027±810*** 
Monocitos residentes RT1B+      
(CD11b+NKRP1ALOW-CD43+RT1B+) 44±33 2.027±910*** 
Células B activadas                               
(CD45RA+CD3- CD86+) 116±87 596±303*** 
      *p<0,05 vs. control    
    **p<0,01 vs. control  
  ***p<0,001 vs. control 
 
 
Al analizar la distribución de las poblaciones celulares del sistema inmune en la 
sangre de las ratas cirróticas SSE, observamos una drástica disminución en el 
porcentaje de células B (20,45±9,70% vs. 9,15±5,63%; p<0,01), y un aumento en el 
porcentaje de monocitos circulantes (2,97±2,28% vs. 20,33±13,46%; p<0,001) con 
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respecto al grupo de ratas control SSE. Sin embargo, los porcentajes de células T y 
NK no mostraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos 
objeto de estudio [células T (42,01±13,84% vs. 35,43±15,15%; NS) y células NK 
(3,03±1,80% vs. 4,07±1,27%; NS)]. 
2.1.2 Ratas control tras la inducción de peritonitis 
bacteriana 
Para comprobar cómo se comportaban las células inmunológicas de líquido 
peritoneal y sangre en controles sanos tras la inducción de peritonitis bacteriana, 
llevamos a cabo la comparación entre el grupo control SSE (al cual se le inyectó SSE 
intraperitoneal) y el grupo control PBI (al que se le había inyectado una concentración 
conocida de bacterias por vía intraperitoneal).  
- Líquido peritoneal (control vs. control PBI) 
El número absoluto de células mononucleares en líquido peritoneal de ratas 
control PBI, aumentó de manera significativa con respecto a los controles SSE 
(4.042±1.510 célx102/ml vs. 13.951±6.293 célx102/ml; p<0,001). Este gran aumento en 
el número absoluto de células mononucleares se debió a la población total de 
monocitos, que sufrió una gran expansión tras la PBI, mientras que el número de 
células T y NK disminuyeron, y las células B no sufrieron ningún cambio (Figura 6). 
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Figura 6. Número absoluto de células T, B, NK y monocitos en el líquido peritoneal de 
ratas control SSE (  ) y control PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE; * p<0,05 vs. SSE. La 
peritonitis en las ratas control causó una disminución en el número de células T y NK y un 
drástico aumento de monocitos en el peritoneo. 
 
La disminución de células T en el líquido peritoneal de las ratas control PBI fue 
a expensas de las células Tc totales (98±18 célx102/ml vs. 17±13 célx102/ml; p<0,001), 
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y de subpoblaciones de células T MENT, mientras que las células Th MET, mostraron 
aumento significativo (Figura 7). 
















Th CD134+ Th MET Th MENT Tc MET Tc MENT
 
Figura 7. Número absoluto de células Th recientemente activadas (Th CD134+) y las 
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora en el líquido peritoneal de ratas 
control SSE (  ) y control PBI (  ).  ** p<0,01 vs. SSE; * p<0,05 vs. SSE. La inducción 
de peritonitis en las ratas control causó una disminución significativa de las células Th y Tc 
MENT (mayor capacidad de producción de citoquinas) y un aumento en el número de células 
Th MET (mayor capacidad citotóxica y efectora). 
 
La subpoblación de células Th novatas se encontró muy expandida en ratas 
control PBI, mientras que la subpoblación de Th MC no se vio modificada. En cuanto a 
las subpoblaciones de células Tc, las células Tc novatas se encontraron disminuídas, 
al igual que ocurrió con la subpoblación Tc MC (Tabla 5). 
En cuanto a la población de monocitos, observamos un aumento muy llamativo 
en la subpoblación de monocitos inflamatorios, cuyo número absoluto aumentó 66 
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Tabla 5. Número absoluto de células Th y Tc novatas y memoria central en el líquido 
peritoneal de ratas control. 
  






Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 3±3 15±8*** 
Células Th memoria central (MC) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 9±7 9±7 
Células Tc novatas (NAIVE) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 24±15 2±1** 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 11±7 2±1*** 
        
                 **p<0,01 vs. control SSE 
               ***p<0,001 vs. control SSE 
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Figura 8. Número absoluto de monocitos inflamatorios y residentes en el líquido 
peritoneal de ratas control SSE (  ) y control PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE. Gran 
aumento de la subpoblación de monocitos inflamatorios en las ratas control tras la inducción de 
peritonitis bacteriana en líquido peritoneal. 
 
Dentro de las subpoblaciones monocitarias, se observó que, según la 
expresión del marcador RT1B+, que proporciona una mayor capacidad de 
presentación antigénica a la célula, los monocitos inflamatorios aumentaron su 
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expresión en superficie tras la PBI, aunque no de manera significativa (51±33 vs. 
75±67 célulasx102/ml, NS), mientras que ocurrió todo lo contrario en los monocitos 
residentes, en los que la expresión del RT1B se encontró significativamente reducida 
(333±191 vs. 74±42 célulasx102/ml, p<0,001). 
Las células B activadas según la expresión en superficie del marcador CD86, 
no se encontraron modificadas en el líquido peritoneal de las ratas control (9±7 vs. 
11±7 célulasx102/ml, NS). 
- Sangre (control vs. control PBI)  
A diferencia de lo observado en el líquido peritoneal, la inyección intraperitoneal 
de bacterias en las ratas control provocó una drástica disminución en el número 
absoluto de PBMCs (17.633±10.310 vs. 4.003±1.483 célulasx102/ml; p<0,001), que 
afectó a todas las poblaciones generales en estudio (linfocitos T y B, células NK y 
monocitos) (Figura 9). 
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Figura 9. Número absoluto de células T, B, NK y monocitos en la sangre de ratas control 
SSE (  ) y control PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE; ** p<0,01 vs. SSE. La peritonitis 
inducida en las ratas control, provocó una drástica disminución en el número absoluto de 
células de las distintas poblaciones celulares del sistema inmune en la sangre. 
 
Dentro de las células T, se observaron grandes disminuciones en las 
subpoblaciones de células Th (4.225±1.951 célulasx102/ml vs. 1.690±721 
célulasx102/ml; p<0,001) y Tc (1.820±930 célulasx102/ml vs. 417±249 célulasx102/ml; 
p<0,001). También se observaron disminuciones significativas en el número absoluto 
de células Th recientemente activadas (CD134+), así como en el número de células 
efectoras de las dos subpoblaciones de células T (Figura 10). 
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Figura 10. Número absoluto de células Th recientemente activadas (Th CD134+) y las 
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora en la sangre de ratas control SSE 
(  ) y control PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE; ** p<0,01 vs. SSE. Disminución en sangre 
del número absoluto de subpoblaciones de células Th y Tc en el grupo de ratas control con 
inducción de peritonitis bacteriana. 
 
Las subpoblaciones novata y MC de células Tc, y las células Th novatas de 
sangre periférica de las ratas control también sufrieron disminuciones significativas 
tras la PBI. Sin embargo, de forma similar a lo descrito en el líquido peritoneal, la PBI 
no modificó la subpoblación de células Th MC de sangre periférica (Tabla 6). 
La subpoblación de monocitos inflamatorios en el compartimento sanguíneo 
también sufrió una disminución significativa, al igual que la de monocitos residentes 
(Figura 11).  
Dentro de ambas subpoblaciones monocitarias, el número absoluto de 
monocitos con mayor capacidad de presentación antigénica (RT1B+) también fue 
inferior en el grupo de ratas control PBI (monocitos inflamatorios RT1B+: 64±39 
célulasx102/ml vs. 2±1 célulasx102/ml; p<0,001 y monocitos residentes RT1B+: 44±33 
célulasx102/ml vs. 2±2 célulasx102/ml; p<0,001). 
Las células B activadas (CD86+) sufrieron una ligera disminución, aunque no 
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Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 1.419±1.200 376±164** 
Células Th memoria central (MC) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 1.805±1.647 1.119±573 
Células Tc novatas (NAIVE) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 904±639 263±144** 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 354±192 107±88*** 
       
                **p<0,01 vs. control SSE 
  ***p<0,001 vs. control SSE 
 
 

















Figura 11. Número absoluto de monocitos inflamatorios y residentes en la sangre de 
ratas control SSE (  ) y control PBI (  ).  ** p<0,01 vs. SSE. La inducción de peritonitis 





- 87 - 
2.1.3 Ratas cirróticas tras la inducción de peritonitis 
bacteriana 
Del mismo modo que con los grupos control, para comprobar cómo se 
comportaban las células inmunológicas de líquido peritoneal y sangre en ratas con 
cirrosis y ascitis tras la inducción de peritonitis bacteriana, llevamos a cabo la 
comparación entre el grupo cirrosis SSE y el grupo cirrosis PBI.  
- LA (cirrosis vs. cirrosis PBI)  
En el peritoneo de las ratas con cirrosis y PBI no se produjo ningún cambio en 
el número absoluto de células mononucleares con respecto a las ratas cirróticas SSE 
(3.417±3.063 vs. 3.626±2.310 células x102/ml, NS). Como consecuencia de ello, no se 
produjeron grandes cambios en el número absoluto de las distintas poblaciones y 
subpoblaciones del sistema inmune en este compartimento, excepto en el número de 
células NK que se redujo de manera notable tras PBI (Figura 12). 
***
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Figura 12. Número absoluto de células T, B, NK y monocitos en el líquido peritoneal de 
ratas cirróticas SSE (  ) y cirróticas PBI (  ).  ***p<0,001 vs. SSE. La peritonitis 
inducida en las ratas con cirrosis, únicamente produjo una disminución en el número absoluto 
de células NK en el líquido peritoneal. 
 
Dentro de las células T, tampoco se observaron diferencias en el número de Th 
(278±102 vs. 248±104 célulasx102/ml, NS), mientras que las células Tc se encontraron 
significativamente disminuidas (183±157 vs. 69±35 célulasx102/ml, p<0,05).  
En el estudio del estado de activación de las poblaciones celulares 
anteriormente mencionadas en líquido peritoneal, encontramos que no hubo 
diferencias en el número absoluto de células Th activadas recientemente. Sin 
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embargo, se observó una disminución del número de células MET, tanto Th como Tc, 
y del número de Tc MENT (Figura 13).  

















Figura 13. Número absoluto de células Th recientemente activadas (Th CD134+) y de las 
distintas subpoblaciones Th y Tc memoria efectora en el líquido peritoneal de ratas 
cirrosis SSE (  ) y cirrosis PBI (  ).  ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05 vs. SSE. La inducción 
de peritonitis en las ratas con cirrosis produjo una disminución en el número absoluto de 
subpoblaciones memoria efectora. 
 
La subpoblación de células Th y Tc novatas también se encontraron 
significativamente reducidas en las ratas cirróticas PBI, mientras que las células T MC 
(tanto Th como Tc) no sufrieron ninguna modificación (Tabla 7). 
A pesar de la ausencia de cambios en el número de monocitos peritoneales 
totales entre el grupo de ratas cirróticas SSE y las ratas cirróticas PBI, al analizar las 
subpoblaciones de monocitos, observamos que la PBI provocó un aumento muy 
significativo del número de monocitos inflamatorios en el LA de estos animales, 
mientras que los monocitos residentes disminuyeron sustancialmente (Figura 14).  
Al estudiar el estado de activación de estos monocitos mediante su capacidad 
para expresar el MHC II (RT1B+) y así tener una mayor capacidad presentadora de 
antígenos, vimos que la expresión de esta molécula se encontró disminuída en la 
superficie de los monocitos residentes y no se modificó en la subpoblación de 
monocitos inflamatorios tras la PBI (297±183 vs. 106±19 célulasx102/ml, p<0,01; 
51±34 vs. 63±58 célulasx102/ml, NS; respectivamente). 
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El número de células B activadas medido por la expresión en superficie del 
marcador CD86, se encontró expandido en las ratas cirróticas tras PBI (10±8,14 vs. 
27±15 célulasx102/ml, p<0,01). 
Tabla 7. Número absoluto de células Th y Tc novatas y memoria central en el líquido 
peritoneal de ratas con cirrosis 
  
Líquido peritoneal (célulasx102/ml) 
  
Cirrosis (n=11) Cirrosis PBI (n=9) 
Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 71±32 20±9*** 
Células Th memoria central (MC) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 60±52 76±29 
Células Tc novatas (NAIVE) 
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 91±52 26±9** 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 15±11 11±8 
               
                **p<0,01 vs. cirrosis SSE 
  ***p<0,001 vs. cirrosis SSE 
 

















Figura 14. Número absoluto de monocitos inflamatorios y residentes en el líquido 
peritoneal de ratas cirrosis SSE (  ) y cirrosis PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE; ** 
p<0,01 vs. SSE. La inducción de peritonitis en las ratas cirróticas causó en el líquido peritoneal 
un aumento en la subpoblación de monocitos inflamatorios y una disminución en los monocitos 
residentes. 
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- Sangre (cirrosis vs. cirrosis PBI) 
La inyección intraperitoneal de bacterias en las ratas con cirrosis provocó una 
drástica disminución en el número absoluto de PBMCs (76.837±40.597 vs. 
17.884±5.367 célulasx102/ml, p<0,01) que afectó, en diferente grado a todas las 
poblaciones y subpoblaciones de células estudiadas (Figura 15). 
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Figura 15. Número absoluto de células T, B, NK y monocitos en la sangre de ratas 
cirrosis SSE (  ) y cirrosis PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE, ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05 
vs. SSE. La inducción de peritonitis causó una disminución significativa en todas las 
poblaciones de las ratas con cirrosis. 
 
La disminución del número absoluto de células T en el compartimento 
sanguíneo se produjo tanto por la subpoblación de células Th (14.872±9.995 vs. 
6.244±4.963 célulasx102/ml, p<0,05) como Tc (5.741±3.765 vs. 2.137±1.254 
célulasx102/ml, p<0,05). Todo ello condujo también a una disminución en el número de 
células Th activadas recientemente y en el número de células efectoras tanto Th como 
de Tc (Figura 16).  
Además, el número de células T novatas presentes en sangre periférica 
disminuyó significativamente en las ratas cirróticas PBI, mientras que las células T MC 
no sufrieron ninguna modificación debida a la PBI (Tabla 8). 
Las dos subpoblaciones de monocitos (inflamatorios y residentes) sufrieron una 
gran disminución en la sangre de las ratas cirróticas PBI, lo que conllevó a la drástica 
disminución descrita anteriormente en la población total (Figura 17). 
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Figura 16. Número absoluto de células Th recientemente activadas y de las distintas 
subpoblaciones Th y Tc memoria efectora en la sangre de ratas cirrosis SSE (  ) y 
cirrosis PBI (  ). *** p<0,001 vs. SSE, ** p<0,01 vs. SSE, * p<0,05 vs. SSE. La inducción 
de peritonitis causó disminuciones en el estado de activación de las células Th y Tc en la 
sangre de las ratas cirróticas. 
 
Tabla 8. Número absoluto de células Th y Tc novatas y memoria central en la sangre de 




Cirrosis  (n=11) Cirrosis PBI (n=9) 
Células Th novatas (NAIVE) 
(CD3+CD4+CD45RC+CD62L+) 4.792±1.960 2.870±1.760* 
Células Th memoria central (MC) 
(CD3+CD4+CD45RC-CD62L+) 2.267±1.777 1.566±990 
Células Tc novatas (NAIVE)  
(CD3+CD8+CD45RC+CD62L+) 3.004±2.304 1.211±878* 
Células Tc memoria central (MC) 
(CD3+CD8+CD45RC-CD62L+) 438±327 286±191 
               
                  **p<0,01 vs. cirrosis SSE,    




- 92 - 














M. INFLAMATORIOS M. RESIDENTES
******
 
Figura 17. Número absoluto de monocitos inflamatorios y residentes en la sangre de 
ratas cirrosis SSE (  ) y cirrosis PBI (  ). *** p<0,01 vs. SSE. Drástica disminución en 
el número absoluto de las dos subpoblaciones de monocitos en el grupo de ratas cirróticas con 
inducción de peritonitis. 
 
La disminución en el número de las dos subpoblaciones de monocitos en las 
ratas cirróticas PBI, implica también una disminución en la capacidad de los mismos 
para presentar antígenos (monocitos inflamatorios RT1B+: 1.027±1.110 vs. 16±6 
célulasx102/ml, p<0,01; monocitos residentes RT1B+: 2.027±910 vs. 23±14 
célulasx102/ml, p<0,001). De la misma manera, las células B activadas en el grupo de 
ratas cirróticas PBI también sufrieron una drástica disminución (596±303 vs. 75±47 
célulasx102/ml, p<0,001). 
2.2  Expresión de citoquinas intracelulares y solubles en líquido 
peritoneal/ascítico y sangre 
Diversos estudios han constatado que la cirrosis hepática se asocia con 
alteraciones hemodinámicas y con un estado proinflamatorio sistémico, caracterizado 
por un aumento en los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias como el TNFα 
y IFNγ (López-Talavera et al., 1995; Chu et al., 1997; Muñoz et al., 1999; García et 
al., 2001; Ros et al., 2002; Wiest et al., 2002; Albillos et al., 2004b; Muñoz et al., 
2005). Se han identificado a los monocitos circulantes como la fuente principal de 
producción de TNFα y a las células Th como las principales productoras de IFNγ, tanto 
en cirrosis humana y experimental (Albillos et al., 2004b; Muñoz et al., 2005). Por 
ello nos planteamos analizar, en nuestro modelo experimental de cirrosis, la 
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contribución relativa de los monocitos y de las células T a la producción de 
TNFα e IFNγ. 
2.2.1 Ratas control y cirróticas 
- Líquido peritoneal/ascítico (control vs. cirrosis) 
Al realizar el estudio de diferentes marcadores intracelulares presentes en el 
líquido peritoneal o ascítico de las ratas control y cirrosis respectivamente, pudimos 
observar que las ratas con cirrosis tenían un menor número de células T capaces de 
producir IFNγ en el peritoneo, que se debió tanto a las células Th como a las células 
Tc.  
Sin embargo, existió un aumento de 2 veces en el número absoluto de células 
T totales capaces de producir TNFα en el peritoneo de las ratas cirróticas con respecto 
a los controles, que se debió a la población de células Th.  
Tabla 9. Número absoluto de células productoras de IFNγ y TNFα en el líquido 
peritoneal/ascítico de ratas control y cirróticas. 
    
LÍQUIDO PERITONEAL/ASCÍTICO 
(célulasx102/ml) 
    
Control              
(n=17) 
Cirrosis                 
(n=11) 
Células T totales IFNγ+ 
(CD3+IFNγ+) 286±125 64±25***  
Células Th IFNγ+ 
(CD3+CD4+CD8-IFNγ+) 175±117  30±14*** 
Células Tc IFNγ+ 
(CD3+CD8+CD4-IFNγ+) 133±125  37±31*  
Células T totales TNFα+ 
(CD3+TNFα+)  37±16  56±29* 
Células Th TNFα+ 
(CD3+CD4+CD8-TNFα+) 20±14 47±17*** 
Células Tc TNFα+ 
(CD3+CD8+CD4-TNFα+) 13±2  13±8  
Monocitos totales TNFα+ 
(CD11b+CD3-TNFα+) 689±397  787±356 
         *p<0,05 vs. control    
    **p<0,01 vs. control  
  ***p<0,001 vs. control 
Resultados 
- 94 - 
No hubo diferencias significativas en el número de monocitos capaces de 
producir TNFα entre ratas control y cirróticas (Tabla 9). 
Al medir mediante ELISA la concentración de citoquinas solubles en el LA y 
peritoneal de ratas cirróticas y control, respectivamente, observamos que existió una 
mayor concentración de TNFα en las ratas cirróticas con respecto a los controles, lo 
que coincide con el gran aumento en el número de células que expresan TNFα en 
dicho compartimento determinado por citometría de flujo. Con respecto al IFNγ, 
también se observó una mayor concentración de dicha citoquina en el LA de las ratas 
cirróticas con respecto a los controles, a diferencia de lo observado en los datos 
obtenidos por citometría (Tablas 9 y 10). 
 
Tabla 10. Concentración de citoquinas solubles en líquido peritoneal/ascítico de ratas 
control y cirrosis. 
LÍQUIDO PERITONEAL/ASCÍTICO         
(pg/ml)) 
Control              
(n=17) 
Cirrosis                  
(n=11) 
IFNγ+  9,03±3,14 32,98±19,09*** 
TNFα+  9,11±3,41 20,08±8,87*** 
  ***p<0,001 vs. control 
 
- Sangre (control vs. cirrosis) 
En la sangre de ratas cirróticas encontramos un aumento significativo de 6 
veces en el número de células T totales que producen IFNγ, que se debe tanto a las 
células Th como a las células Tc. Ocurre lo mismo en el número de células 
productoras de TNFα, tanto por células T como por monocitos, en el que el aumento 
es de 83 veces (Tabla 11). 
Al medir mediante ELISA la concentración de citoquinas solubles en el plasma 
de ratas cirróticas y control, también observamos un aumento significativo de ambas 
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Tabla 11. Número absoluto de células productoras de IFNγ y TNFα en la sangre de ratas 
control y cirróticas. 
    
SANGRE                                     
(célulasx102/ml) 
    
Control               
(n=17) 
Cirrosis                
(n=11) 
Células T totales IFNγ+ 
(CD3+IFNγ+) 166±122 1.099±648*** 
Células Th IFNγ+ 
(CD3+CD4+CD8-IFNγ+) 92±74 602±209*** 
Células Tc IFNγ+ 
(CD3+CD8+CD4-IFNγ+) 85±58 645±330*** 
Células T totales TNFα+ 
(CD3+TNFα+)  109±50 833±488*** 
Células Th TNFα+ 
(CD3+CD4+CD8-TNFα+) 66±53 602±316*** 
Células Tc TNFα+ 
(CD3+CD8+CD4-TNFα+) 27±9 161±98*** 
Monocitos totales TNFα+ 
(CD11b+CD3-TNFα+) 40±28 3.324±1.054*** 
          *p<0,05 vs. control    
    **p<0,01 vs. control  
  ***p<0,001 vs. control 
 
 
Tabla 12. Concentración de citoquinas plasmáticas solubles en ratas control y cirrosis. 
PLASMA                                                  
(pg/ml)) 
Control              
(n=17) 
Cirrosis                   
(n=11) 
IFNγ+  5,15±2,74 18,12±8,72*** 
TNFα+  1,01±0,81 8,41±5,27*** 
        *p<0,05 vs. control    
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2.2.2 Ratas control tras la inducción de peritonitis 
bacteriana 
- Líquido peritoneal (control vs. control PBI) 
Al inducir peritonitis en las ratas control se observó una disminución en el 
número de células T peritoneales productoras de IFNγ, tanto en las células Th como 
en las células Tc (Figura 18). No existieron diferencias en el número de células T 
peritoneales productoras de TNFα, sin embargo se produjo una gran disminución en el 

































Figura 18. Número absoluto de células T, Th y Tc productoras de IFNγ y TNFα en líquido 
peritoneal de ratas control SSE (  ) y control PBI (  ). *p<0,05 vs. SSE, p<0,01 vs. 
SSE, *** p<0,001 vs. SSE. La peritonitis intraperitoneal inducida disminuyó el número absoluto 
de células T productoras de IFNγ en las ratas control. 
 
La concentración de IFNγ soluble medido por ELISA aumentó en aquellas ratas 
control PBI, al igual que ocurrió con el TNFα cuyo aumento fue de 19 veces con 
respecto al control (Figura 19). 
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Figura 19. Concentración en pg/ml de IFNγ y TNFα en líquido peritoneal de ratas control 
SSE (  ) y control PBI (  ).  *** p<0,001 vs. SSE. Aumento significativo de ambas 
citoquinas en el grupo de ratas control con inducción de peritonitis bacteriana. 
 
- Sangre (control vs. control PBI) 
De forma similar a lo descrito previamente en las células peritoneales, la 
inducción de peritonitis provovó una disminución en las células de sangre periférica 
capaces de producir IFNγ, que afectó a todas las poblaciones objeto de estudio. 
Además, también observamos una disminución en el número de células T de sangre 
periférica productoras de TNFα tras la PBI en ratas control (Figura 20). 
***































Figura 20. Número absoluto de células T, Th y Tc productoras de IFNγ y TNFα en sangre 
de ratas control SSE (  ) y control PBI (  ).  ** p<0,01 vs. SSE, *** p<0,001 vs. SSE. 
La inducción de peritonitis produjo una disminución en el número de células T capaces de 
producir IFNγ y TNFα en la sangre de ratas contol. 
Resultados 
- 98 - 
También pudimos observar una disminución significativa en el número absoluto 
de monocitos capaces de producir TNFα en las ratas control PBI con respecto a los 
controles SSE (40±28 vs. 4±5 célulasx102/ml, p<0,001). 
Sin embargo, y a pesar de las disminuciones observadas por citometría, la 
ratas control PBI mostraron un aumento muy significativo en la concentración de IFNγ 
y TNFα solubles en plasma, especialmente en el caso del TNFα, que fue del orden de 
442 veces (Figura 21). 
 

















Figura 21. Concentración en pg/ml de IFNγ y TNFα en plasma de ratas control SSE (  ) 
y control PBI (  ).  * p<0,05 vs. SSE, ***p<0,001 vs. SSE. La concentración de ambas 
citoquinas se encontró aumentado en el grupo de ratas control tras inducción de peritonitis 
bacteriana principalmente evidente en el caso del TNFα. 
 
2.2.3 Ratas cirróticas tras la inducción de peritonitis 
bacteriana 
- LA (cirrosis vs. cirrosis PBI) 
En las ratas cirróticas PBI no se produjeron cambios en el número absoluto de 
células T totales capaces de producir IFNγ con respecto a las ratas cirróticas SSE. Por 
el contrario, el número de células peritoneales capaces de producir TNFα aumentó en 
las ratas cirróticas PBI debido únicamente a producción de esta citoquina por las 
células Th (Figura 22).  
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Figura 22. Número absoluto de células T, Th y Tc productoras de IFNγ y TNFα en LA de 
ratas con cirrosis SSE (  ) y con cirrosis PBI (  ).  ***p<0,001 vs. SSE. La inducción 
de peritonitis causó un aumento de células T (Th) productoras de TNFα mientras que no 
provocó ningún cambio en el número de células productoras de IFNγ. 
 
A diferencia de lo descrito anteriormente para las células Th productoras de 
TNFα, el número absoluto de monocitos peritoneales productores de TNFα disminuyó 
de forma muy significativa tras la PBI (787±356 vs. 282±140 célulasx102/ml, p<0,001). 
En cuanto a la concentración de citoquinas solubles mediante la técnica de 
ELISA, se observó también que la concentración de IFNγ en el peritoneo de las ratas 
cirróticas tras PBI no sufrió ningún tipo de cambio con respecto a las ratas cirróticas 
SSE, mientras que la concentración de TNFα sufrió un gran aumento en las ratas con 
cirrosis tras PBI, del orden de 28 veces (Figura 23). 












Figura 23. Concentración en pg/ml de IFNγ y TNFα medido por ELISA en LA de ratas 
cirrosis SSE (  ) y cirrosis PBI (  ). *** p<0,001 vs. SSE. Gran aumento en la 
concentración de TNFα en el LA de ratas cirróticas PBI. 
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- Sangre (cirrosis vs. cirrosis PBI) 
En la sangre de ratas que habían sufrido PBI se observó una disminución del 
número de células capaces de producir citoquinas, tanto IFNγ como TNFα, aunque fue 
más evidente en el caso del IFNγ (Figura 24). El número de monocitos capaces de 
producir TNFα también disminuyó (3.324±1.054 vs. 144±95 célulasx102/ml, p<0,001). 
***




























Figura 24. Número absoluto de células T, Th y Tc productoras de IFNγ y TNFα en sangre 
de ratas con cirrosis SSE (  ) y con cirrosis PBI (  ).  ** p<0,01 vs. SSE. Disminución 
en la producción por células T de citoquinas en el grupo de ratas cirróticas con PBI. 
 
La concentración de citoquinas solubles hallada en el plasma de las ratas 
cirróticas PBI fue superior a la encontrada en las ratas cirróticas SSE, a diferencia de 
las disminuciones encontradas en el número absoluto de células capaces de 
producirlas (Figuras 24 y 25). 













Figura 25. Concentración en pg/ml de IFNγ y TNFα en el plasma de ratas cirrosis SSE 
(  ) y cirrosis PBI (  ). ***p<0,001 vs. SSE. La peritonitis causó en las ratas 
cirróticas un aumento en la concentración plasmática de citoquinas solubles. 
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Los resultados del presente estudio realizado en ratas con cirrosis biliar a las 
que se induce peritonitis bacteriana se resumen del siguiente modo: 
1. La cirrosis biliar experimental se asocia a una mayor tasa de traslocación 
bacteriana procedente del intestino y a una mayor facilidad para la 
diseminación de bacterias, tanto endógenas como exógenas, cuando se induce 
peritonitis bacteriana.  
2. La cirrosis biliar se asocia a una alteración de los elementos celulares 
circulantes del sistema inmune, incluyendo un aumento del número de 
monocitos, linfocitos T, Th y Tc, linfocitos NK y NKT, y linfocitos B activados. 
Los monocitos se encuentran polarizados a la producción de TNFα, siendo la 
principal fuente de esta citoquina en suero, mientras que los linfocitos T lo 
están especialmente a la de IFNγ, aunque también participan en la producción 
de TNFα.  
3. De forma similar, el líquido ascítico de las ratas cirróticas también se 
caracteriza por una marcada expansión de linfocitos T, tanto Th como Tc, y 
linfocitos B. Por el contrario, a diferencia de lo observado en sangre periférica, 
la población de monocitos peritoneales se encuentra marcadamente retraída, y 
esto es debido a la drástica disminución que sufre la subpoblación de 
monocitos residentes. 
4. El líquido ascítico de las ratas con cirrosis muestra un estado de inflamación 
basal con un aumento en la concentración de TNFα, producido principalmente 
por los linfocitos Th, y de IFNγ. 
5. La inducción de peritonitis bacteriana en ratas controles causa una marcada 
expansión de monocitos, especialmente de los inflamatorios, en el líquido 
peritoneal de estos animales. Paralelamente se retraen los compartimentos de 
linfocitos T y NK peritoneales. La retracción de linfocitos T peritoneales ocurre a 
expensas de las subpoblaciones T MENT, Tc naive y Tc MC. Sin embargo, los 
linfocitos Th MET y Th naive aumentan de forma significativa. A diferencia de lo 
observado en el grupo de ratas control, la inducción de peritonitis a ratas 
cirróticas no provoca cambios en la población de monocitos en el líquido 
ascítico. Esto es debido a que los monocitos residentes sufren una marcada 
retracción. Sin embargo, la población de monocitos inflamatorios si que 
aumenta de forma significativa. Los linfocitos NK y diversas subpoblaciones de 
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linfocitos T (T MET, T naive y Tc MENT) de líquido ascítico también se retraen 
tras la inducción de peritonitis. 
6. La inducción de peritonitis da lugar a la retracción de todas las poblaciones y 
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica analizadas, tanto en ratas 
control como en ratas con cirrosis biliar. 
7. La inducción de peritonitis a ratas control provoca un marcado aumento en los 
niveles de TNFα e IFNγ, tanto en el peritoneo como en el suero, lo que 
contrasta con la reducción del número de linfocitos T productores de IFNγ, tanto 
peritoneales como circulantes, de monocitos circulantes TNFα+, así como de 
linfocitos T circulantes productores de TNFα. 
8. La inducción de peritonitis provoca en las ratas con cirrosis un marcado 
aumento en la concentración de TNFα peritoneal, así como de TNFα e IFNγ 
séricos, junto con expansión en el líquido ascítico de los linfocitos Th 
productores de TNFα. Sin embargo, los monocitos TNFα+ de líquido ascítico y 
de sangre periférica, y los linfocitos T circulantes productores de IFNγ y de 
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El presente estudio corrobora los hallazgos previos sobre la existencia de 
estado crónico de inflamación sistémica del sistema inmune en la cirrosis hepática, y 
que es consecuencia del estímulo bacteriano persistente observado en la cirrosis 
humana y experimental. Además, establece que esta activación del sistema inmune 
también se da en la cavidad peritoneal, y se debe fundamentalmente a la 
extravasación al líquido ascítico de linfocitos B y linfocitos T activados, mientras que la 
población de monocitos sufre una significativa retracción. La PBI causa la retracción 
de todas las poblaciones de linfocitos de sangre periférica estudiados, aunque los 
niveles de citoquinas pro-inflamatorias permanecen elevados en suero. Los niveles de 
TNFα en el líquido ascítico también aumentan en las ratas con cirrosis biliar tras la 
PBI, y a su producción contribuyen los linfocitos Th, pero no los monocitos. Todos 
estos hallazgos se relacionan con una mayor frecuencia de TB y diseminación de la 
infección en la cirrosis biliar, tanto basalmente como tras la inducción de peritonitis. 
Nuestro objetivo fue investigar los posibles mecanismos patogénicos 
funcionales implicados en la susceptibilidad incrementada a la infección por bacterias 
de origen entérico en la cirrosis. Para ello, utilizamos un modelo experimental de 
cirrosis biliar, en el que evaluamos la TB y la diseminación bacteriana, caracterizamos 
las alteraciones de las células del sistema inmune a nivel peritoneal y sistémico, y 
evaluamos el efecto de la inducción de peritonitis bacteriana, mediante la inyección 
intraperitoneal de E. coli, en los parámetros anteriormente mencionados. 
Mayor tasa de traslocación y diseminación bacteriana en cirrosis 
biliar experimental 
Nuestros resultados revelan que la cirrosis biliar experimental se asocia a una 
mayor tasa de TB procedente del intestino y a una mayor facilidad para la 
diseminación de bacterias, tanto basalmente, como tras la inducción de peritonitis 
bacteriana. Esto es consecuencia del estímulo bacteriano persistente al que se 
encuentran sometidas las células del sistema inmune, que provoca un estado de 
inflamación crónico, sumado a la incapacidad de los monocitos productores de TNFα 
de expandirse y responder a la infección, tanto en el líquido peritoneal, como en la 
sangre periférica. Esto sugiere que el aumento de los niveles de TNFα en el líquido 
ascítico de las ratas con cirrosis tras la inducción de la infección se debe a la 
producción de esta citoquina por los linfocitos Th TNFα+, que sí se encuentran 
expandidos en el peritoneo de estos animales. Sin embargo, esto parece ser un 
mecanismo insuficiente para contener la infección en la cirrosis.  
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La TB al GLM es un proceso ampliamente conocido y estudiado en la cirrosis 
(Runyon et al., 1994; García-Tsao et al., 1995; Pérez-Páramo et al., 2000; Genescá et al., 
2003; Albillos et al., 2005; Muñoz et al., 2005; Guarner et al., 2006; Úbeda et al., 2010). Los 
pacientes y los modelos experimentales de cirrosis sufren un elevado paso de 
bacterias y productos bacterianos de origen entérico a los GLM, y finalmente a la 
circulación sistémica, proceso conocido como TB (Albillos et al., 2003; Such et al., 2002; 
Garcia-Tsao et al., 1995). La frecuencia de estos eventos aumenta cuando la 
enfermedad progresa, y su consecuencia inmediata en un elevado riesgo de sufrir 
infecciones bacterianas espontáneas en la cirrosis (Albillos et al., 2004a; Zapater et al., 
2006). La TB juega un papel fundamental en el daño hepático agudo, así como en la 
progresión a una enfermedad hepática crónica (Lin et al., 1995; Cirera et al., 2001; Seki 
et al., 2007), y su aparición se debe a la concurrencia de tres factores: i) el 
sobrecrecimiento bacteriano intestinal y la disbiosis de la microbiota, ii) el aumento de 
la permeabilidad intestinal, y iii) alteraciones del sistema inmune (Perez-Paramo et al., 
2000; Albillos et al., 2002).  
Este estudio aporta nuevas evidencias de la reducida capacidad del sistema 
inmune de contener la infección en la cirrosis. Tras realizar el estudio de TB y 
diseminación bacteriana tisular en nuestro modelo experimental de cirrosis biliar, 
pudimos corroborar que las ratas con cirrosis mostraron un aumento significativo de 
TB a los GLM, así como un mayor porcentaje de bacterias en el pulmón, el hígado y el 
bazo de las ratas con cirrosis, aunque estos no alcanzaron significación estadística. La 
PBI dio lugar a un mayor incremento en la tasa de TB a los GLM en las ratas con 
cirrosis, que se debió fundamentalmente a las bacterias exógenas, inyectadas, junto 
con un mayor porcentaje de bacterias en el pulmón, todas ellas exógenas. El aumento 
en la frecuencia de bacterias en el bazo tras la PBI se observó tanto en las ratas con 
cirrosis como en las ratas control, y fue debido fundamentalmente a las bacterias 
inyectadas. Sin embargo, al analizar el porcentaje de bacterias en el hígado tras la 
PBI, observamos que éste aumentó en las ratas control, pero no en las ratas con 
cirrosis biliar.  Esto podría ser debido a que la cirrosis causa cambios estructurales en 
el hígado que producen una alteración de la circulación intrahepática con formación de 
colaterales portosistémicas que eluden la circulación intrahepática, que podrían 
explicar la ausencia de bacterias inyectadas en el hígado de las ratas con cirrosis biliar 
tras la PBI. 
Además, tras la PBI, las ratas con cirrosis presentaron una mayor carga de 
bacterias por gramo de tejido que las ratas control en todos los órganos estudiados, a 
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excepción del bazo, lo que pone de manifiesto una vez más la respuesta deficitaria a 
la PBI en nuestro modelo experimental de cirrosis. 
Todos estos hallazgos evidencian la elevada tasa de TB y diseminación 
bacteriana, tanto basalmente como tras la PBI, en las ratas con cirrosis, y podrían 
ayudar a explicar el hecho de que la PBE sea la infección más frecuente y 
característica de la cirrosis. 
La cirrosis biliar se asocia a una alteración de los elementos 
circulantes del sistema inmune 
Diversos estudios han demostrado que el sistema inmune se encuentra 
anormalmente activado a nivel sistémico en pacientes y modelos experimentales de 
cirrosis con y sin ascitis (Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004 b; Muñoz et al., 2005; 
Ubeda et al., 2010). Esta alteración se caracteriza por la expansión de los linfocitos 
activados y los monocitos en la sangre periférica, acompañada del aumento de los 
niveles de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, IFNγ, IL-1β e IL-6 en las fases 
descompensadas de la enfermedad (Wiest et al., 1999a; Genescá et al., 2003; Tilg et al., 
1992; Albillos et al., 2003; Albillos et al., 2004b).  
Nuestros hallazgos ponen de manifiesto la universalidad del estado pro-
inflamatorio sistémico en la cirrosis y la relevante contribución del estímulo bacteriano 
persistente a esta excesiva respuesta del sistema inmune. En la circulación sistémica 
de ratas con cirrosis biliar existe un aumento del número de monocitos, linfocitos T, Th 
y Tc, linfocitos NK y NKT, y linfocitos B activados. Los monocitos se encuentran 
polarizados a la producción de TNFα, siendo la principal fuente de esta citoquina en 
suero, mientras que los linfocitos T lo están especialmente a la de IFNγ, aunque 
también participan en la producción de TNFα. Esto da lugar a un aumento muy 
significativo de los niveles de IFNγ y TNFα en el suero de las ratas con cirrosis biliar 
en comparación con las ratas control. Eso indicaría que en sangre de ratas con cirrosis 
existe una gran activación de células T que van a activar a monocitos para intentar 
frenar la infección. 
La marcada expansión y activación de las poblaciones de monocitos y células 
NK, así como de linfocitos T, NKT y B encontrada en la sangre en este modelo de 
cirrosis experimental, indica que estos animales presentan un estado de inflamación 
sistémica que afecta tanto al sistema inmune innato como al adquirido. Nuestro grupo 
ha demostrado previamente que el origen de esta inflamación en los estadios iniciales 
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de la cirrosis, es decir, en cirrosis compensada, se debe a la recirculación de las 
células del sistema inmune activadas en el hígado (Úbeda et al., 2010). Sin embargo, 
cuando la cirrosis evoluciona a la fase descompensada, el origen de estas células 
activadas circulantes es el mesenterio, como consecuencia del paso de bacterias 
desde la luz del intestino a los GLM (Muñoz et al., 2005).  
El líquido ascítico de las ratas con cirrosis biliar también muestra 
signos de activación 
Se ha prestado escasa atención a la caracterización y comportamiento 
funcional de células del sistema inmune a nivel peritoneal, a pesar que la PBE es la 
infección más frecuente y característica de la cirrosis.  
Nuestra hipótesis establece que, de forma similar a lo observado a nivel 
intestinal y sistémico, un ambiente inflamatorio como consecuencia de la exposición 
continua a bacterias pudiera causar la activación crónica de las células del sistema 
inmune del líquido ascítico, y el posterior deterioro de su función, lo que contribuiría a 
la diseminación de la infección. 
Nuestros hallazgos ponen de manifiesto que el líquido ascítico de las ratas con 
cirrosis biliar también se caracteriza por una marcada expansión de linfocitos T, tanto 
Th como Tc, y linfocitos B. Por el contrario, a diferencia de lo observado en sangre 
periférica, la población de monocitos peritoneales se encuentra marcadamente 
retraída, y esto es debido a la subpoblación de monocitos residentes. Además, el 
líquido ascítico de las ratas con cirrosis muestra un estado de inflamación basal con un 
aumento en la concentración de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, producida 
principalmente por los linfocitos Th, y de IFNγ. Sin embargo, el número de linfocitos T 
productores de IFNγ disminuyó significativamente en el líquido ascítico de las ratas con 
cirrosis, lo que sugiere que la producción de esta citoquina pro-inflamatoria se esté 
llevando a cabo por otras células del sistema inmune, como podrían ser los linfocitos 
NK. 
El aumento en el número de linfocitos T observado en la cavidad peritoneal de 
las ratas cirróticas acompañado de una expansión de los linfocitos B sugiere que la 
interacción de estos con las células Th activadas va a favorecer la activación de las 
células B, estableciéndose lo que se conoce como un foco primario de expansión 
clonal, en el que ambos tipos de linfocitos proliferan (Janeway et al., 2004). La 
retracción de la población de monocitos en el líquido ascítico de las ratas con cirrosis, 
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junto con la ausencia de cambios en el número de monocitos productores de TNFα en 
la cavidad peritoneal entre las ratas con cirrosis biliar y las ratas control, denota un 
defecto en la capacidad de respuesta de estas células en la cirrosis experimental que 
podría estar relacionado con elevada frecuencia de episodios de PBE presente en la 
cirrosis.  
La inducción de peritonitis bacteriana provoca una 
hipersensibilidad del sistema inmune peritoneal y sistémico 
La PBI en ratas controles causa una marcada expansión de monocitos, que es 
a expensas de la subpoblación de monocitos inflamatorios, en el líquido peritoneal de 
estos animales. Paralelamente se retraen los compartimentos de linfocitos T y NK 
peritoneales. La retracción de linfocitos T peritoneales ocurre a expensas de las 
subpoblaciones T MENT, Tc naive y Tc MC. Sin embargo, los linfocitos Th MET y Th 
naive aumentan de forma significativa.  Estos cambios en las poblaciones del sistema 
inmune del peritoneo de las ratas control tras la PBI, se acompañan por un aumento 
muy significativo de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα e IFNγ en este 
compartimento, a pesar de la retracción de los linfocitos T productores de IFNγ y de 
monocitos activados a la producción de TNFα. 
A diferencia de lo descrito en las ratas control, la PBI no provoca cambios en la 
población total de monocitos del líquido ascítico de las ratas cirróticas. Al analizar las 
subpoblaciones de monocitos, observamos que los monocitos inflamatorios del líquido 
ascítico sí se encuentran expandidos, mientras que los monocitos residentes sufren 
una marcada retracción. Los linfocitos NK y diversas subpoblaciones de linfocitos T (T 
MET, T naive y Tc MENT) de líquido ascítico también se retraen tras la PBI en nuestro 
modelo de cirrosis biliar. Los niveles de TNFα en el líquido ascítico de las ratas 
cirróticas también aumentan de forma significativa tras la PBI y a la producción de esta 
citoquina parecen contribuir los linfocitos Th TNFα+, que aumentan significativamente, 
y no los monocitos TNFα+, que disminuyen drásticamente. Esto podría indicar, una 
vez más, un defecto en la población de monocitos en respuesta a la infección en la 
cirrosis experimental. 
En lo que se refiere al efecto a nivel sistémico de la inducción de peritonitis, 
nuestro estudio demuestra que ello da lugar a la retracción de todas las poblaciones y 
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica analizadas, tanto en ratas control 
como con cirrosis. Se desconoce la razón por la que se produce esta marcada 
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linfopenia tras la PBI. Una posible explicación sería que, estas células, una vez 
activadas en el territorio peritoneal, salieran a la circulación y se dirigieran, guiados por 
quimioquinas y por moléculas de adhesión expresadas tras su activación, a tejidos 
inflamados, como el bazo, el intestino o el propio hígado. 
A pesar de la linfopenia resultante de la PBI tanto en ratas con cirrosis biliar 
como en ratas control, los niveles séricos de TNFα e IFNγ aumentan de forma 
significativa en ambos grupos de animales tras la inducción de la infección. 
Todos estos hallazgos sugieren que en la cirrosis biliar experimental existe una 
hipersensiblidad del sistema inmune peritoneal y sistémico al estímulo bacteriano, que 
paradójicamente se asocia a una incapacidad del compartimento monocitario de 
responder a la infección, especialmente en el líquido ascítico, y que podría contribuir al 
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Los resultados del presente estudio realizado en ratas con cirrosis biliar a las 
que se induce peritonitis bacteriana permiten concluir que: 
1. La traslocación y la diseminación sistémica de bacterias, intestinales y 
exógenas, tras la infección peritoneal inducida está aumentada en la cirrosis 
biliar experimental. Este defecto en la contención de las bacterias traduce un 
daño en la función del sistema inmune en la cirrosis experimental. 
2. La cirrosis se asocia a un estado persistente de inflamación del sistema 
inmune, tanto peritoneal como sistémico, caracterizado por un aumento en la 
concentración de citoquinas proinflamatorias y una expansión de las células 
inmunitarias activadas. 
3. En la cirrosis biliar experimental existe una hipersensiblidad del sistema 
inmune peritoneal y sistémico al estímulo bacteriano para producir citoquinas 
pro-inflamatorias. Paradójicamente, ello se asocia a una incapacidad para que 
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